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resumo 
 
 
O intervalo post mortem (IPM) descreve o período de tempo decorrido desde a morte até 
ao exame do cadáver. Uma estimativa precisa do IPM tem um grande impacto numa 
investigação criminal, no entanto, é uma tarefa bastante complexa, dada a influência de 
fatores intrínsecos e extrínsecos. Existem diversos métodos para a determinação de 
parâmetro, sendo eles baseados na anatomia patológica, bioquímica e entomologia. Uma 
vez que estas metodologias possuem baixa precisão e inúmeras limitações práticas, 
surgem os métodos genético-moleculares, baseados no estado de degradação dos ácidos 
nucleicos. 
A metilação do ADN é uma modificação epigenética estável e que varia ao longo do 
tempo, tornando-se útil para o desenvolvimento de um método de determinação do IPM. 
Foram analisados os níveis de metilação de um organismo modelo – peixe-zebra – ao 
longo do tempo decorrido desde a morte, no sentido de criar um modelo robusto para a 
estimativa do IPM. 
Neste estudo avaliou-se a variação ocorrida nos níveis de metilação global e na região 
promotora do gene EDARADD durante 6 intervalos post mortem (0h, 1h, 4h, 24h, 48h e 
72h). Diversos parâmetros foram otimizados entre os quais a amostragem, extração e 
amplificação de ADN genómico de peixe-zebra. Na análise da metilação global, 
observou-se um aumento dos níveis nos intervalos post mortem iniciais, seguido de uma 
diminuição abrupta até às 48h post mortem. Foi possível diferenciar as amostras 
consoante o IPM a que pertenciam através da amplificação por q-PCR da região 
promotora do gene EDARADD seguida de análise HRM.  
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abstract 
 
The post mortem interval (PMI) describes the period of time elapsed from the time of 
death. A precise estimation of PMI has a strong impact in a crime investigation; 
however it is a complex task due to the influence of intrinsic and extrinsic factors. 
There are several methods for PMI determination including pathological, biochemical 
and entomological. Those methodologies have low precision and several practical 
limitations leading to emergence of genetic-molecular methods based on the 
degradation of nucleic acids.  
DNA methylation is a stable and time-varying epigenetic modification, making it useful 
for the development of a method to determining PMI. Thus, the methylation levels of a 
model organism – zebrafish – were analysed during the time since death, in order to 
create a robust model for the PMI estimation. 
In this study, we evaluated the variation in global methylation levels and at the 
promoter region of EDARADD gene during 6 post mortem intervals (0h, 1h, 4h, 24h, 
48h e 72h).  We performed an optimization of several parameters such us sampling, 
extraction and amplification of zebrafish genomic DNA. 
An increase of global methylation levels in the initial post-mortem intervals was 
observed, followed by an abrupt decrease until 48h post-mortem. Following of the 
amplification of EDARADD’s promoter region by q-PCR and HRM analysis, it was 
possible to differentiate the samples according to relative PMI. 
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C A P Í T U L O  I  –  I N T R O D U Ç Ã O  
 
1. As Ciências Forenses 
A Ciência Forense pode ser definida como a aplicação de métodos e técnicas científicas tendo em 
vista a investigação de questões legais, isto é, visa o esclarecimento de um crime e a identificação 
do(s) suspeito(s). O termo “forense” tem origem na palavra latina forensis que significa fórum e 
indica as zonas da antiga Roma onde se situavam os tribunais (Houck e Siegel, 2015). 
Esta é uma ciência multidisciplinar, sendo possível distinguir diversas especialidades forenses, 
como a Biologia, Toxicologia, Química e Patologia. Apesar desta multidisciplinaridade, todas elas 
partilham três pontos fundamentais: o objeto da intervenção, que recai sobre a pessoa enquanto 
vítima; a finalidade, que é sempre a realização de perícias técnico-científicas com fins probatórios; 
e, por fim, a metodologia geral usada nas perícias, que passa pela observação e recolha de vestígios 
para posterior interpretação. Todos os dados recolhidos são compilados num relatório pericial que 
deve conter, não só os resultados dos procedimentos, mas também a interpretação dos mesmos. 
Assim, é com base neste relatório que o juiz decide a sentença judicial.  
Nos tópicos seguintes serão abordadas algumas áreas da Ciência Forense que se relacionam com o 
tema central desta dissertação, na medida em que todas partilham de um objetivo comum: a 
estimativa do intervalo post mortem (abreviadamente, IPM) que define o tempo decorrido desde a 
morte. A determinação do IPM requer a interação das diversas disciplinas forenses, sendo uma 
questão fundamental para a resolução de um crime. 
 
1.1 Patologia Forense 
A Patologia Forense, também designada por Tanatologia (do grego thanatos que significa “o Deus 
da morte”) é um ramo da medicina que aplica os princípios e conhecimentos das ciências médicas a 
um contexto legal. Esta ciência tem como base o exame do cadáver, comummente designado por 
autópsia (do grego autopsia que significa “ver com os próprios olhos”) (DiMaio e DiMaio, 2001; 
Houck e Siegel, 2015; Shkrum e Ramsay, 2007). 
Através da autópsia, a Patologia Forense procura estabelecer a identificação do cadáver, a causa e 
circunstâncias da morte, o tempo decorrido desde a morte, e o diagnóstico diferencial médico-legal 
(suicídio, homicídio, acidente ou morte por causa natural) (Santos, 2004). Contudo, a resposta a 
estas questões nem sempre se concretiza, quer seja por falta de dados acerca do indivíduo ou 
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devido ao estado de decomposição que, sendo uma variável afetada por diversos fatores, introduz 
uma taxa de erro elevada. (Santos, 2004). 
Dependendo da situação em causa, podem ser realizados dois tipos de autópsia: 
 Autópsia Anátomo-Clínica – é solicitada pelos médicos na investigação de uma morte 
natural que ocorreu no âmbito de um internamento ou tratamento; tem como objetivos a 
identificação da patologia natural que provocou a morte do doente ou a determinação das 
lesões internas provocadas por ela. Neste caso, o procedimento decorre nos Serviços de 
Anatomia Patológica dos hospitais e requer o consentimento prévio dos familiares. Nunca 
pode ser realizada uma autópsia anátomo-clínica em casos de morte violenta ou de suspeita de 
morte violenta. 
 Autópsia Médico-Legal – é realizada sempre que haja uma morte violenta (i.e. homicídios, 
suicídios, acidentes) ou uma morte de causa indeterminada, como a morte súbita e que, dadas 
as circunstâncias possa levantar suspeita da intervenção de terceiros. Os objetivos são, 
claramente, diferentes dos das autópsias anátomo-clínicas, uma vez que, neste caso, se 
pretende a identificação do cadáver, a determinação da causa da morte, o diagnóstico 
diferencial médico-legal e a estimativa do intervalo post mortem. A realização deste tipo de 
autópsia é ordenada pelo Ministério Público e decorre nas Delegações do Instituto Nacional 
de Medicina Legal e Ciências Forenses (INMLCF) e nos Gabinetes Médico-Legais. 
Numa investigação criminal, o papel da Patologia Forense não está circunscrito apenas à autópsia 
per se, uma vez que o médico-legista necessita de informações que complementaram o exame. 
Estas informações incluem o exame do local onde o corpo se encontrava, as circunstâncias que 
rodearam a morte e, também, sempre que possível, uma informação clínica o mais detalhada 
possível acerca do indivíduo. Só após a recolha destas informações é que se avança para o exame 
necrópsico que inclui a análise do hábito externo (i.e. a documentação de todas as alterações post 
mortem encontradas e registo de sinais identificativos), bem como a do hábito interno (i.e. a 
observação minuciosa do cadáver). De seguida, realizam-se exames complementares (toxicologia, 
histologia, entre outros) para que seja possível elaborar um relatório que, posteriormente, será 
enviado à autoridade judicial que requisitou a autópsia (Carvalho et al., 2014; Dinis-Oliveira e 
Magalhães, 2016; Santos, 2004). 
Com o desenvolvimento da Medicina e das técnicas imagiológicas, surgem diversas oportunidades 
para a melhoria da capacidade de diagnóstico em Patologia Forense. Desta forma, será mais fácil 
para o patologista cumprir todos os objetivos da autópsia. 
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1.2 Genética Forense 
A Genética Forense pode ser definida como o ramo das Ciências Forenses que permite a 
identificação genética de indivíduos, a análise de vestígios e o estabelecimento de relações 
biológicas em casos de filiação ou outros tipos de parentesco (por exemplo, os testes de 
paternidade) (Corte-Real e Vieira, 2015). 
Esta ciência está intimamente relacionada com a Genética de Populações, uma vez que, numa 
investigação criminal, a apresentação de provas é feita através da comparação dos vestígios 
recolhidos com amostras de referência (i.e. amostras provenientes de suspeitos) (Dinis-Oliveira e 
Magalhães, 2016). 
Os procedimentos realizados no âmbito da Genética Forense assentam na variação existente entre 
os indivíduos. Teoricamente pode utilizar-se qualquer região do genoma humano para a 
investigação genética. No entanto, na prática há preferência na utilização de marcadores 
localizados em regiões não-codificantes do ADN, isto porque não sofrem fortes efeitos de seleção 
e, também, devido a questões éticas, uma vez que, apesar dos marcadores permitirem a 
discriminação inter-individual, a informação obtida através do seu estudo não revela a 
suscetibilidade genética dos indivíduos (Corte-Real e Vieira, 2015; Dinis-Oliveira e Magalhães, 
2016). 
A identificação genética é um parâmetro crucial numa investigação forense e, desta forma, as suas 
metodologias foram-se tornando cada vez mais eficazes e precisas. Inicialmente, a identificação 
genética era realizada com recurso aos “marcadores clássicos” - os grupos sanguíneos; no entanto, 
este tipo de marcadores eram pouco informativos, a sua degradação era bastante rápida e, também, 
eram necessárias elevadas quantidades de material biológico, o que, nem sempre é possível (Gill et 
al., 2001;  Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016). 
Contudo, em 1983 surge uma técnica que veio revolucionar os laboratórios forenses, a Reação em 
Cadeia da Polimerase (PCR, acrónimo de Polymerase Chain Reaction). Com a técnica de PCR é 
possível amplificar regiões específicas do genoma, partindo de pequenas quantidades de ADN. 
Sendo este um método extremamente sensível, tornou-se possível analisar um número maior de 
amostras biológicas, mesmo que estas se encontrem bastante degradadas. 
Aliado ao aparecimento da PCR, surge também o aperfeiçoamento das metodologias de extração e 
purificação do ADN. Assim, reuniram-se as condições necessárias para o aparecimento de novos 
marcadores para identificação genética – os marcadores moleculares. Dentro desta nova geração de 
marcadores moleculares, destacam-se os polimorfismos de ADN. 
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O termo polimorfismo indica uma variação natural na sequência de bases do ADN sem 
consequências patológicas diretas. Os alelos são variáveis entre os indivíduos e têm uma frequência 
igual ou superior a 1% (Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016; Kayser e Knijff, 2011). 
Sensivelmente 3% do genoma humano é constituído por polimorfismos de ADN, isto é, repetições 
em tandem que consistem em sequências de ADN não-codificante que se repetem sucessivamente. 
Este ADN repetitivo permite a diferenciação entre indivíduos baseada no número de repetições 
(Gymrek, 2017). 
Em Genética Forense, os polimorfismos de ADN utilizados com mais frequência são os 
microssatélites. Estes são classificados em STRs ou SNPs, dependendo do tamanho das unidades 
de repetição. Assim, os STRs (Short Tandem Repeats) são sequências de ADN constituídas por 
motivos repetitivos curtos de 1-6pb que se encontram dispersos pelo genoma. O número de 
repetições encontradas é extremamente variável entre indivíduos, característica que confere um 
grande poder de discriminação (Gymrek, 2017). 
No que respeita aos SNPs (Single Nucleotides Polymorphisms), estes são substituições de uma 
única base na sequência de ADN. Tratando-se de alterações de apenas 1 nucleótido, os SNPs 
podem ser analisados em fragmentos de menores dimensões, o que se torna útil perante uma 
amostra degradada, na qual, normalmente, o ADN está mais fragmentado (Shen et al., 2015). 
A escolha dos marcadores adequados para cada caso relaciona-se com as características específicas 
de cada tipo de marcador e, ainda, com o tipo de vestígio a ser analisado e a quantidade de material 
biológico disponível. 
Com o aparecimento da sequenciação de nova geração (NGS- Next Generation Sequencing), surge 
a possibilidade de sequenciar os marcadores forenses tradicionais com este tipo de metodologia. 
Estas técnicas garantem a sequenciação em simultâneo de genomas completos com baixos custos 
adicionais. No entanto, existem ainda alguns desafios a ser superados para que isto seja utilizado 
recorrentemente numa perícia forense. Um dos desafios na área da genética forense é o 
desenvolvimento de ferramentas de análise dos resultados que permitam a interpretação precisa dos 
dados gerados por NGS (Yang et al., 2014; Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016). 
Atualmente, as ferramentas da Genética Forense começam a ser utilizadas com outros objetivos 
que não a identificação genética, como por exemplo, na estimativa do tempo decorrido desde a 
morte. Os métodos baseados na genética forense para esta estimativa encontram-se descritos na 
secção seguinte (“Estimativa do intervalo post mortem”).  
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1.3 Antropologia Forense 
A Antropologia Forense constitui um ramo das ciências médico-legais que resulta da aplicação de 
conceitos teóricos e de métodos da Antropologia Física e Biológica a questões jurídicas ou de 
Direito. Partindo da análise de restos humanos esqueletizados, esta ciência tem como principal 
objetivo a identificação dos mesmos; no entanto, o seu cumprimento depende da existência de 
material osteológico suficiente (Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016).  
A intervenção de um antropólogo forense é necessária em diversas situações: 
i. Na identificação de cadáveres cujo estado de decomposição já não permita o seu 
reconhecimento (Houck e Siegel, 2015); 
ii. No auxílio à determinação da causa da morte e no diagnóstico diferencial médico-legal 
(Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016); 
iii. Em desastres de massa (por exemplo: cenários de guerra, desastres ambientais, acidentes 
com transportes coletivos) (Houck e Siegel, 2015); 
iv. Na identificação e estimativa da idade de indivíduos vivos (adolescentes ou adultos) 
indocumentados ou sobre os quais a veracidade da idade reportada seja suspeita (Cattaneo, 
2007; Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016);   
v. Na determinação do intervalo post mortem (Ferreira e Cunha, 2013) 
O estabelecimento da identidade de um cadáver é uma tarefa bastante complexa, envolvendo 
diversas etapas. Após estar assegurada a natureza humana dos restos ósseos e ser feita uma 
estimativa do intervalo post mortem, segue-se a construção de um perfil biológico. Este perfil é 
traçado com base em 4 parâmetros: ancestralidade, idade do indivíduo na altura da morte, o sexo e 
a estatura (Gomes, 2014; Houck e Siegel, 2015). 
Contudo, por si só, o perfil biológico não permite a identificação, mas sim a exclusão ou 
direcionamento da investigação. Posteriormente, para se conseguir alcançar a identificação, é 
necessário fazer uma pesquisa de fatores de individualização, como tatuagens, próteses, entre 
outros. Como as variantes anatómicas são imensas, quanto mais raras forem, maior será o seu 
potencial para identificar um indivíduo (Cattaneo, 2007; Cunha et al., 2009; Gomes, 2014). 
No entanto, o sucesso da investigação depende, sempre, do tipo de restos esqueletizados 
encontrados e do seu estado de preservação, ou seja, quando mais completo estiver o esqueleto, 
mais fácil será a sua identificação (Cattaneo, 2007; Cunha et al., 2009; Gomes, 2014). 
Em Portugal, as investigações no âmbito da Antropologia Forense são efetuadas por peritos do 
Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciências Forenses (INMLCF) (“Serviço de Clínica e 
Patologia Forenses,” 2014).  
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Atualmente observa-se um aumento na investigação em Antropologia Forense, devido a dois 
fatores: ao crescimento exponencial dos desastres de massa, como os atentados terroristas e à 
crescente necessidade de estimar a idade de indivíduos vivos. 
 
1.4 Entomologia Forense 
A Entomologia Forense compreende o estudo dos insetos e outros artrópodes num contexto 
médico-legal, sendo uma ferramenta essencial numa investigação criminal, especialmente quando 
há uma morte (Hofer et al., 2017). 
Desta forma, este ramo da Ciência Forense torna-se importante na medida em que o conhecimento 
dos insetos e a sua identificação podem fornecer informações relevantes acerca do cadáver, tais 
como: as condições ambientais na altura da morte, possíveis movimentações que o cadáver poderá 
ter sofrido (deslocação do cadáver para um local que não seja o local do crime) e, o parâmetro mais 
importante, a estimativa do intervalo post mortem feita com base nos insetos que colonizaram o 
cadáver. Recorrendo aos conhecimentos da Entomologia Forense consegue-se, ainda, detetar 
drogas através de análises toxicológicas, sendo este aspeto fundamental caso os tecidos usados para 
estas análises já se encontrem decompostos (Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016). 
Quanto à estimativa do intervalo post mortem, os métodos entomológicos têm vindo a revelar-se 
bastante úteis, como será desenvolvido mais à frente neste trabalho. 
O entomólogo forense nem sempre está presente na cena do crime, uma vez que as amostras de 
insetos podem ser recolhidas por técnicos; no entanto, a presença de um perito é considerada uma 
mais-valia para a investigação, devido ao seu conhecimento aprofundado acerca da biologia e 
comportamento destes organismos (Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016). 
A Entomologia Forense é, ainda, uma ciência emergente, havendo, por isso, a necessidade de 
aprofundá-la. Um dos aspetos em que seria essencial desenvolver a investigação prende-se com o 
estudo das espécies mais frequentes de cada região para avaliar os efeitos da variação sazonal em 
populações geograficamente distintas (Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016). 
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2. Estimativa do intervalo post mortem 
O intervalo post mortem, abreviadamente designado por IPM (do inglês post mortem interval) 
descreve o período de tempo decorrido desde a morte até ao exame do cadáver (Sampaio-Silva et 
al., 2013). Saber há quanto tempo é que um indivíduo morreu é, especialmente, importante quando 
se está perante um presumível homicídio (Cockle e Bell, 2015). Do ponto de vista criminal, uma 
estimativa precisa do IPM tem um grande impacto numa investigação, pois permite verificar as 
declarações das testemunhas, limitar o número de suspeitos e confirmar a veracidade dos seus 
alibis (Cantürk et al., 2016). Sabendo que, nos casos de homicídio, as vítimas são encontradas, 
normalmente, nas primeiras 48h após a morte, torna-se de extrema importância a determinação do 
IPM rapidamente e com especificidade e sensibilidade suficientes para distinguir intervalos dentro 
desse tempo.  
Apesar da sua importância, a estimativa do IPM é uma tarefa bastante complexa para um perito 
(patologista ou antropólogo), devido à influência tanto de fatores intrínsecos, como variações 
interindividuais (massa corporal, género, idade, condição de saúde e estilo de vida) como de fatores 
extrínsecos que incluem a causa e circunstâncias da morte, o local onde o corpo foi encontrado e, 
ainda, as condições ambientais observadas (temperatura, humidade, características do solo, 
disponibilidade de oxigénio e atividade de insetos) (Li et al., 2014; Cockle e Bell, 2015). Face à 
dificuldade em fazer uma estimativa exata do IPM, nos últimos anos têm surgido diversas 
investigações nesta área; no entanto, nem todas fornecem dados coerentes e rigorosos que possam 
ser aplicados na prática. 
Quando se pretende desenvolver um método para a estimativa do IPM, é necessário ter em conta 
diversos critérios que poderão causar impacto nas conclusões finais, entre eles, o parâmetro a 
analisar, o organismo a estudar, o tamanho da amostragem, as condições de armazenamento das 
amostras e os intervalos post mortem a abranger. 
Relativamente aos parâmetros a analisar, estes devem ser dependentes do tempo decorrido desde a 
morte, uma vez que serão essas alterações que permitirão distinguir os diferentes IPM e, por isso, 
tornar o método desenvolvido útil para um estudo forense (Sampaio-Silva et al., 2013;Henssge e 
Madea, 2007). Assim, caso se verifique esta condição é possível desenhar um gráfico onde as suas 
características (declive, tempo da morte (t0) e o tempo a que o corpo foi encontrado (tx)) permitirão 
o cálculo exato do intervalo post mortem (Figura 1) (Henssge e Madea, 2007). 
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Figura 1: Princípio fundamental para a determinação do IPM (cálculo do valor medido em função do tempo da morte 
(t0)). Adaptado de Henssge e Madea, 2007. 
 
No que respeita à escolha do organismo, pode optar-se pela utilização de amostras humanas ou 
amostras provenientes de organismos-modelo, sendo de salientar que ambas apresentam prós e 
contras (Tabela 1). Em relação às amostras post mortem humanas, a sua utilização torna a 
amostragem bastante heterogénea, uma vez que não se controlam absolutamente todas as variáveis 
e, ainda, porque nem sempre é possível ter intervalos post mortem bem definidos e que abranjam 
diversos intervalos de tempo (Vennemann e Koppelkamm, 2010). Por outro lado, os resultados 
obtidos num estudo deste tipo têm a vantagem de não necessitarem de confirmação noutros 
organismos. 
Com o intuito de contrariar a heterogeneidade da amostragem, surge a possibilidade da utilização 
de amostras provenientes de organismos modelo. A utilização destes organismos permite definir 
uma amostragem homogénea, já que é possível controlar todos os fatores ante mortem, permite 
minimizar a variabilidade biológica e, ainda, torna possível a utilização de um elevado número de 
indivíduos para o estudo (tornando o estudo estatisticamente significativo). O problema que advém 
da utilização de organismos modelo prende-se com as diferenças existentes entre o organismo-
modelo e o Homem ao nível do tamanho corporal, do tipo de alimentação, da composição da pele, 
etc. havendo, sempre, a necessidade de se testar, posteriormente, em amostras humanas 
(Vennemann e Koppelkamm, 2010). 
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Tabela 1: Vantagens e desvantagens inerentes à utilização de amostras humanas e amostras provenientes de organismos-
modelo para estudos post mortem. 
AMOSTRAS HUMANAS AMOSTRAS DE ORGANISMOS-MODELO 
Vantagens Desvantagens Vantagens Desvantagens 
Os resultados obtidos não 
necessitam de ser confirmados 
noutro organismo 
Questões éticas Amostragem homogénea Questões éticas 
_____________ 
Amostragem 
heterogénea 
Utilização de um 
elevado número de 
indivíduos 
Diferenças significativas 
entre o organismo e o 
Homem 
______________ 
Número de 
indivíduos limitado 
Possibilidade de incluir 
réplicas e “controlos” 
Necessidade de teste 
posterior em humanos 
 
Um outro fator que pode influenciar as conclusões obtidas num estudo post mortem é a temperatura 
a que o cadáver permanece durante o IPM. Isto acontece porque quanto maior for a temperatura de 
armazenamento, maior será a velocidade de decomposição do cadáver, assim como a degradação 
dos ácidos nucleicos (Bauer et al., 2003; Rhein et al., 2015). Desta forma, as condições de 
armazenamento dos cadáveres também devem ser tidas em consideração, uma vez que, consoante a 
temperatura escolhida para o armazenamento, a obtenção de resultados poderá fazer a diferença. 
A definição dos intervalos post mortem é, também, uma etapa crítica para o sucesso do estudo, uma 
vez que, aquilo que se pretende é avaliar a forma como um determinado parâmetro (quer seja a 
temperatura corporal, a degradação dos ácidos nucleicos ou os níveis de metilação) se comporta ao 
longo do tempo decorrido desde a morte. Para isso, devem ser incluídos intervalos de tempo que 
abranjam, tanto as primeiras horas post mortem, como intervalos de tempo mais tardios. 
Dada a diversidade de parâmetros a ter em consideração quando se pretende desenvolver um 
método para a estimativa do IPM e apesar de existirem cada vez mais estudos neste sentido, ainda 
há um longo caminho a percorrer, sendo necessário reunir mais dados, validar os resultados em 
humanos e ter um controlo total de todos os parâmetros. Só deste modo será possível obter um 
método preciso para a estimativa do IPM que possa ser incluído numa perícia forense. 
 
2.1. Métodos para a estimativa do IPM 
Considerando a relevância de uma estimativa precisa do IPM, ao longo dos anos desenvolveram-se 
inúmeros métodos para a alcançar. Estes métodos podem ser classificados em diversas categorias: 
métodos fisiológicos e bioquímicos (vulgarmente designados por métodos tradicionais), 
microbiológicos, entomológicos e, até, métodos baseados na botânica. Contudo, devido ao fato de 
todos eles terem um elevado grau de imprecisão associado, começaram a surgir novas 
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metodologias que permitem fazer uma estimativa rigorosa do IPM – os métodos genético-
moleculares (Gomaa et al., 2013; Sampaio-Silva et al., 2013). 
De uma forma sucinta, nos tópicos seguintes serão abordadas algumas das metodologias usadas na 
estimativa do intervalo post mortem.  
 
2.1.1 Métodos Fisiológicos 
A estimativa do intervalo post mortem recorrendo a métodos fisiológicos é efetuada com base nos 
fenómenos observados no cadáver, logo após a cessação dos sinais vitais. Estes fenómenos, 
designados por fenómenos post mortem, dividem-se em duas categorias, consoante o tempo 
decorrido desde a morte: fenómenos abióticos e transformativos (Figura 2) (Santos, 2004). 
No entanto verifica-se que utilizando estes métodos para a estimativa do IPM, à medida que 
aumenta o intervalo post mortem, aumenta o erro associado a ela, isto é, os métodos fisiológicos 
são úteis na estimativa do IPM apenas nas primeiras 24h post mortem, perdendo precisão e 
fiabilidade com o tempo (Kaliszan et al., 2009). 
Para além disso, uma vez que são métodos um tanto ou quanto subjetivos, os resultados podem não 
ser consensuais, dependendo da experiência do patologista, das técnicas utilizadas e, ainda, dos 
fatores externos que não são controlados. 
 
Figura 2: Representação esquemática dos fenómenos post mortem. Estes podem ser classificados em abióticos e 
transformativos. Quanto aos fenómenos abióticos, estes dividem-se em imediatos e tardios. Por outro lado, no que diz 
respeito aos fenómenos transformativos, esses podem ser classificados como destrutivos ou conservadores. 
 
2.1.1.1 Fenómenos post mortem abióticos 
Os fenómenos post mortem abióticos observam-se logo após a morte do indivíduo e têm curta 
duração. Estes podem ser subdivididos em duas categorias: fenómenos imediatos, que incluem 
dilatação pupilar, paragem cardiorrespiratória e ausência de circulação sanguínea; e fenómenos 
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tardios (Santos, 2004). Quanto aos fenómenos tardios, estes englobam a desidratação, o 
arrefecimento do corpo (algor mortis), os livores cadavéricos (livor mortis), a rigidez cadavérica 
(rigor mortis) e, por fim, a flacidez cadavérica (Santos, 2004).  
O arrefecimento do cadáver ou, em latim, algor mortis, compreende a diminuição da temperatura 
corporal após a morte. Este fenómeno ocorre uma vez que a cessação das funções vitais, 
acompanha a cessação da circulação sanguínea, isto é, o sangue não circula no corpo e, 
consequentemente, este deixa de estar à temperatura normal de, aproximadamente, 36°C (DiMaio e 
DiMaio, 2001; Saukko e Knight, 2004). 
Ao longo dos anos foram desenvolvidos inúmeros métodos para estimar o IPM com base no 
arrefecimento corporal, sendo a aplicação da Lei do Arrefecimento de Newton o escolhido na 
generalidade dos casos. Segundo esta lei, um corpo tem tendência para atingir o equilíbrio térmico 
com o meio ambiente e, por isso, prevê-se que a temperatura corporal do cadáver diminua cerca de 
1°C por hora (Brooks, 2016; Kaliszan et al., 2009). No entanto, mais tarde, percebeu-se que esta lei 
não pode ser aplicada em todas as estimativas, uma vez que, nas primeiras 12h post mortem, o 
arrefecimento é mais lento do que no previsto por este modelo. Este arrefecimento lento que ocorre 
numa fase inicial é designado por efeito plateau (TPE – do inglês temperature plateau effect). Este 
fenómeno é, ainda, um pouco controverso, mas pensa-se estar na sua origem o metabolismo 
aeróbio e anaeróbio de bactérias intestinais que mantêm o calor corporal durante mais tempo 
(Brooks, 2016). 
Desta forma, estimar o IPM com base no arrefecimento corporal é bastante subjetivo, uma vez que 
é necessário ter em consideração alguns fatores com elevado impacto na precisão da estimativa. 
Esses fatores incluem a temperatura corporal inicial do indivíduo, o local onde se efetua a medição 
da temperatura corporal, a massa corporal do indivíduo, a posição do cadáver (dependendo da sua 
posição, aumenta ou diminui a superfície exposta), a presença/ausência de roupas e as condições 
ambientais observadas (Kaliszan et al., 2009; Rodrigo, 2016). Analisando a Figura 3 é possível 
constatar de forma imediata a influência de alguns destes fatores: 
 Em cadáveres com a mesma temperatura corporal inicial, observa-se a influência da massa 
corporal no arrefecimento, uma vez que, enquanto os cadáveres de indivíduos magros 
arrefecem mais rapidamente, nos cadáveres de indivíduos obesos o arrefecimento é mais 
lento. Isto verifica-se devido à presença de tecido adiposo que funciona como isolante 
térmico. 
 Ainda em cadáveres com a mesma temperatura corporal inicial, é possível inferir sobre a 
presença/ausência de roupas: cadáveres cobertos com roupa arrefecem mais lentamente 
devido à menor superfície corporal exposta. 
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 Observam-se, também, duas situações peculiares: cadáveres de indivíduos que morreram 
em situação de hipotermia, onde, obviamente, o arrefecimento é mais rápido; e cadáveres 
de indivíduos que morreram em estados febris. 
 
Figura 3: Representação gráfica de alguns fatores que influenciam o arrefecimento corporal: (a) indivíduo com massa 
corporal média; (b) indivíduo obeso; (c) cadáver de indivíduo obeso com roupa; (d) cadáver de indivíduo magro; (e) 
cadáver sem roupa; (f) cadáver de corpo hipotérmico; (g) cadáver de corpo em estado febril. (Adaptado de Saukko e 
Knight, 2004). 
 
Na tentativa de encontrar o método ideal para estimar o IPM com base no arrefecimento corporal, 
estão descritos na literatura imensos estudos; no entanto, os modelos encontrados para essa 
estimativa não reúnem as condições necessárias, isto porque não têm em consideração os fatores 
que a influenciam ou, então, são baseados em modelos matemáticos bastante robustos e complexos 
que, apesar de terem elevada precisão associada, na prática, tornam-se bastante morosos e 
complicados de aplicar nas investigações (Kaliszan et al., 2009; Rodrigo, 2016). 
Um outro fenómeno abiótico observado em situações post mortem é a hipóstase cadavérica, ou, em 
latim, o livor mortis. Este fenómeno ocorre aquando da cessação dos sinais vitais: o coração para 
de bombear o sangue e, consequentemente, não há circulação sanguínea. Assim, o sangue existente 
no corpo fica sujeito à gravidade, acumulando-se nos vasos sanguíneos das zonas de declive. Esta 
acumulação de sangue numa área específica vai originar a formação de manchas vermelhas 
arroxeadas, denominadas por manchas cadavéricas (DiMaio e DiMaio, 2001; Saukko e Knight, 
2004). 
O padrão de manchas observado depende da posição do cadáver aquando da morte, ou seja, as 
zonas do corpo que ficam pressionadas contra a superfície adquirem uma tonalidade pálida, uma 
vez que nesses locais as veias ficam comprimidas, e impedem a acumulação de sangue. Nas zonas 
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restantes, observa-se a acumulação de sangue, isto é, a hipóstase cadavérica, uma vez que esta se 
distribui em torno das áreas de pressão.  
O livor mortis começa a ser observado entre 30 minutos a 2 horas após a morte. Nas horas 
seguintes, as manchas cadavéricas vão adquirindo uma tonalidade cada vez mais escura até 
fixarem. Durante este período inicial, se o cadáver for movido, notar-se-ão dois padrões de 
hipóstase, já que a distribuição primária não desapareceu completamente. Após 10 a 12 horas, a 
coloração das manchas cadavéricas fixa, não sofrendo alterações (DiMaio e DiMaio, 2001; Mathur 
e Agrawal, 2011) 
No âmbito de uma investigação criminal, a hipóstase cadavérica é útil para verificar se o cadáver 
foi movido (devido aos padrões existentes), mas também pode ser uma ferramenta crucial na 
determinação da causa da morte. Existem algumas causas de morte que alteram as características 
do livor mortis, como por exemplo, o envenenamento por monóxido de carbono e intoxicação por 
cianeto, uma vez que as manchas cadavéricas, em vez de apresentarem uma coloração vermelha-
arroxeada, adquirem uma tonalidade rosa (devido à formação de carboxi-hemoglobina) (Mathur e 
Agrawal, 2011; Saukko e Knight, 2004). 
Por outro lado, no que diz respeito à determinação do intervalo post mortem, a utilização deste 
fenómeno não é uma metodologia muito rigorosa, devido à existência de fatores que afetam o 
tempo de aparecimento das manchas cadavéricas e, ainda, devido ao fato de, uma vez formadas as 
manchas (após cerca de 12h após a morte), estas não sofrerem qualquer alteração que indique qual 
o intervalo de tempo decorrido desde a sua formação, ou seja, quer tenham decorrido 48h ou 72h, 
as manchas cadavéricas permanecem inalteráveis (DiMaio e DiMaio, 2001). 
Por fim, o último fenómeno abiótico observado nas primeiras horas post mortem é a rigidez 
cadavérica (em latim, rigor mortis). Imediatamente após a morte ocorre uma série de reações 
bioquímicas no sistema muscular nomeadamente, a diminuição gradual de ATP. Sendo o ATP a 
principal fonte molecular de energia necessária para que ocorra contração muscular, mesmo após a 
cessação das funções vitais, este continua a ser consumido pelas células musculares, resultando na 
formação de pontes cruzadas entre os filamentos de actina e miosina. Como o ATP é necessário 
para a dissociação destes filamentos e, consequentemente, para o relaxamento muscular, não 
havendo fonte contínua de ATP, também não haverá relaxamento dos músculos. Deste modo, o 
corpo começa a ficar cada vez mais rígido até todo o ATP ser consumido (Brooks, 2016; DiMaio e 
DiMaio, 2001; Saukko e Knight, 2004). 
Normalmente, a rigidez muscular ocorre de forma gradual, começando por afetar os pequenos 
grupos de músculos cerca 3 a 6 horas após a morte. Seguidamente estende-se aos músculos de 
maiores dimensões, atingindo o seu máximo após 6 a 12 horas após a morte. Este estado é 
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observável no cadáver durante 18 a 36 horas post mortem, deixando de ser visível à medida que 
avançam os processos de autólise. Com o avanço da decomposição do corpo, a rigidez muscular 
diminui, seguindo-se a flacidez cadavérica (DiMaio e DiMaio, 2001; Saukko e Knight, 2004). 
Ainda assim, a duração do rigor mortis é variável, podendo ser afetada pela temperatura, causa de 
morte, condições ante mortem, percentagem de massa muscular e condição de saúde (Brooks, 
2016; Saukko e Knight, 2004). 
Contrariamente à hipóstase, a rigidez cadavérica é um parâmetro com alguma relevância na 
estimativa do IPM. Assim, foram efetuadas algumas estimativas do tempo decorrido desde a morte 
consoante o grau de rigor mortis (conjugado com o grau de algor mortis) observado no cadáver 
(Brooks, 2016): 
 Se o cadáver estiver quente e flácido, o IPM é inferior a 3 horas; 
 Se o cadáver estiver quente e rígido, o IPM varia entre 3 a 8 horas; 
 Se o cadáver estiver frio e rígido, o IPM varia entre 8 a 36 horas; 
 Se o cadáver estiver frio e flácido, o IPM é superior a 36 horas. 
Contudo, apesar destas regras serem aplicadas pelo perito forense aquando da descoberta de um 
cadáver, as ilações retiradas necessitam de confirmação a posteriori, uma vez que constituem uma 
metodologia pouco rigorosa e influenciável pelos diversos fatores (Brooks, 2016; Saukko e Knight, 
2004).  
Na tentativa de contornar a imprecisão destes métodos, um estudo realizado por Huang et al. 
(2010) verificou que os níveis de ATP diminuem ao longo do intervalo post mortem, podendo ser 
medidos recorrendo a técnicas cromatográficas (nomeadamente a cromatografia líquida). No 
entanto, os níveis de ATP são consumidos muito rapidamente, abrangendo, por isso, intervalos post 
mortem reduzidíssimos (IPM máximo de 6 horas). 
Em conclusão, é aceitável afirmar que os fenómenos post mortem abióticos podem ser utilizados na 
estimativa do IPM, mas de uma forma não definitiva e pouco rigorosa, ou seja, elucidam o 
patologista no início de uma investigação criminal, mas requerem, sempre, uma confirmação e 
análise mais detalhada. 
 
2.1.1.2 Fenómenos post mortem transformativos 
Os fenómenos post mortem transformativos, ao contrário dos abióticos, são responsáveis por 
modificações estruturais e morfológicas no cadáver. Estas modificações caracterizam-se como 
duradoras e ocorrem devido à proliferação bacteriana. 
Capítulo I - Introdução 
15 
 
No que respeita aos fenómenos transformativos, estes encontram-se divididos em duas categorias, 
mediante o tipo de alterações ocorridas: fenómenos transformativos destrutivos e fenómenos 
transformativos conservadores (Santos, 2004). 
Os fenómenos destrutivos englobam, essencialmente a putrefação e a esqueletização, como 
consequência da anterior. Desta forma, a putrefação é caracterizada pela destruição dos tecidos 
moles e ocorre devido à proliferação de bactérias e à ação de enzimas endógenas, processo 
denominado por autólise (Mathur e Agrawal, 2011; Santos, 2004). 
A putrefação vai resultar numa modificação gradual no aspeto do cadáver, observando-se 
alterações ao nível da cor (coloração esverdeada), produção de gases (enfisema putrefativo) e 
líquidos (liquefação) culminando, todos eles, na esqueletização, o término da decomposição. Em 
condições normais, as primeiras alterações putrefativas observam-se entre as 36 e as 72 horas após 
a morte, sendo que a produção de gases e a liquefação ocorrem, por sua vez, após, 
aproximadamente, uma semana após a morte. No entanto, quando os fluidos putrefativos são 
drenados, a decomposição evolui a uma velocidade muito menor, podendo demorar meses ou anos 
(Brooks, 2016; Mathur e Agrawal, 2011; Santos, 2004). 
Ao longo do tempo e com o intuito de facilitar a estimativa do IPM, desenvolveram-se inúmeros 
estudos acerca da decomposição cadavérica. Assim, com base nas alterações registadas pelos 
investigadores, foi possível definir 5 fases de decomposição que ocorrem na maioria dos cadáveres 
e que se encontram descritas sumariamente na Tabela 2. Além disso, também se desenvolveram 
fórmulas para estimar o IPM com base no grau de decomposição (Maile et al., 2017; Vass, 2011). 
 
Tabela 2: As 5 fases de decomposição de um cadáver. Adaptado de Brooks, 2016. 
Fases de decomposição Alterações post mortem observadas 
1ª Fase: Cadáver fresco 
Não se registam alterações na coloração do cadáver nem há atividade de insetos (0-5 
dias). 
2ª Fase: Decomposição 
Primária 
Alterações na coloração do cadáver (cinzento, verde), inchaço, desaparecimento do 
cabelo e da pele (1-21 dias). 
3ª Fase: Decomposição 
Avançada 
Decomposição dos tecidos moles, flacidez, atividade de insetos, exposição de ossos 
(em menos de metade do corpo) (3 dias - 18 meses). 
4ª Fase: Esqueletização 
Ossos expostos em mais de metade do cadáver; início do processo de secagem dos 
ossos (2-9 meses). 
5ª Fase: Decomposição extrema Esqueletização total com branqueamento ósseo (6 meses até mais de 3 anos). 
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No entanto, a decomposição não ocorre de forma linear em todas as circunstâncias, sendo um 
fenómeno que está sob influência de múltiplos fatores. A temperatura ambiente e corporal, causa da 
morte, características individuais do cadáver (idade, massa corporal, estilo de vida, condição de 
saúde), presença de drogas ou venenos e a disposição do cadáver (queimado, submerso em água ou 
colocado dentro de um saco) são os fatores que influenciam a evolução da decomposição, podendo, 
no limite, dar origem ao aparecimento de outro tipo de fenómenos post mortem: os fenómenos 
transformativos conservadores (Brooks, 2016; Mathur e Agrawal, 2011; Vass, 2011). 
Os fenómenos conservadores, tal como o nome sugere, atrasam ou alteram o decorrer do processo 
de decomposição, levando a uma falsa conservação do cadáver. Estes fenómenos incluem a 
corificação, saponificação e mumificação e são causados, essencialmente, pelas condições 
ambientais e do próprio corpo (Santos, 2004; Saukko e Knight, 2004). De certa forma, os 
fenómenos conservativos vão acrescer à dificuldade em estimar o IPM, uma vez que, ao 
conservarem o cadáver, é muito difícil concluir sobre o tempo em que este se encontra neste estado. 
Resumidamente determinar o IPM com base nos fenómenos transformativos é bastante subjetivo e 
ambíguo, sendo, por isso, necessário ter em conta todas as influências possíveis em cada uma das 
situações. 
 
2.1.2 Métodos Bioquímicos 
Dentro dos métodos convencionais para estimar o IPM, para além dos métodos fisiológicos, 
existem, também os métodos bioquímicos. Tal como o nome sugere, estes métodos permitem 
estimar o IPM com base na análise química de alguns fluidos corporais, entre eles, o sangue, o 
fluido cérebroespinal (CSF, do inglês cerebrospinal fluid) e o humor vítreo, uma vez que sofrem 
alterações moleculares imediatamente após a morte. A estimativa é feita através da quantificação 
de determinadas moléculas presentes nesses fluidos em conjugação com a análise da sua variação 
consoante o tempo decorrido desde a morte. Geralmente quantificam-se os níveis de potássio, 
magnésio, fósforo, sódio, ureia, creatinina, ácido láctico e hipoxantinas. Mais recentemente têm 
surgido estudos em que se quantificam, também, os níveis de glicose, insulina, colesterol, entre 
outros (Brooks, 2016; Kumar e Verma, 2016; Swain et al., 2015; Vacchiano et al., 2016)  
Ao longo dos anos, foram-se desenvolvendo inúmeras investigações neste âmbito. A título de 
exemplo, salienta-se um estudo datado de 1980 e conduzido por Schoning e Strafus que, após 
analisarem sangue, CSF e humor vítreo caninos durante 24h post mortem, verificaram um aumento 
dos níveis de potássio nos 3 fluidos, um aumento dos níveis de fósforo e cloreto no sangue e CSF e 
um aumento de creatinina no sangue (Brooks, 2016; Muñoz et al., 2001). Na Tabela 3 encontra-se 
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uma compilação do efeito post mortem na quantificação de diversas moléculas presentes nos 3 
fluidos corporais (isto é, sangue, humor vítreo e CSF). 
Tabela 3: Listagem do comportamento de diversas moléculas consoante o tempo decorrido desde a morte. Adaptado de 
Brooks, 2016; Kumar e Verma, 2016; Muñoz et al., 2001. 
Moléculas quantificadas Comportamento consoante o 
IPM 
Fluidos Corporais onde se registam as alterações 
Potássio Aumento Sangue, Humor Vítreo e CSF 
Fósforo Aumento Sangue e CSF 
Creatinina Aumento Sangue e Humor vítreo 
Cloreto Diminuição Sangue e CSF 
Sódio Diminuição Sangue e Humor vítreo 
Hipoxantina Aumento Sangue e Humor vítreo 
Ácido lático Aumento Humor vítreo 
Ureia Aumento Humor vítreo 
Glicose Diminuição Humor vítreo 
Insulina Diminuição Sangue 
Magnésio Aumento Humor vítreo 
Cálcio Diminuição Humor vítreo 
 
Desta forma, com o avanço das investigações nesta área foi possível chegar a algumas conclusões 
relevantes. Relativamente ao fluido corporal a ser analisado, verificou-se que o mais adequado 
seria o humor vítreo, uma vez que se encontra topograficamente isolado, bem protegido e aquele 
onde se observa um processo de autólise mais lento. Quanto às moléculas presentes no humor 
vítreo, validou-se que a quantificação dos níveis de potássio seria um método fiável para a 
estimativa do intervalo post mortem, visto que aumentam à medida que avança o tempo decorrido 
desde a morte. Desde então, foram realizados diversos estudos neste sentido, havendo, inclusive 
fórmulas para a determinação do IPM com base nos níveis de potássio presentes neste fluido 
corporal (Figura 4) (DiMaio e DiMaio, 2001; Mathur e Agrawal, 2011; Saukko e Knight, 2004; 
Swain et al., 2015). 
𝑰𝑷𝑴 = 7,15 × [𝐾+] − 39,1 
Figura 4: Fórmula para o cálculo do tempo decorrido desde a morte. A determinação do IPM é efetuada com base nos 
níveis de potássio (em mEq/L) presentes no cadáver. Equação retirada de DiMaio e DiMaio, (2001). 
 
No entanto, existem algumas desvantagens inerentes a estes métodos, independentemente do tipo 
de molécula a quantificar, devido aos fatores passíveis de influenciar os resultados. Condições 
como a temperatura ambiental, a presença de doenças, causa e circunstâncias da morte, a técnica 
Capítulo I - Introdução 
 
18 
 
utilizada para a recolha do fluido corporal e os métodos para a quantificação das moléculas 
influenciam bastante os resultados. Para além destes fatores influenciadores, é de salientar, 
também, a influência do processo de autólise aquando da morte, uma vez que há a possibilidade de 
distorção da composição inicial do fluido em causa, devido à permeabilidade das membranas 
celulares. Assim, o que se tem vindo a verificar é que os níveis, nomeadamente, de potássio 
aumentam consoante o tempo decorrido desde a morte porque são controlados pela taxa de 
decomposição do cadáver, ou seja, todos os fenómenos que acelerem ou diminuam a 
decomposição, vão, também afetar a quantidade de potássio presente, mascarando, desta forma, os 
resultados reais (Brooks, 2016; DiMaio e DiMaio, 2001; Mathur e Agrawal, 2011; Saukko e 
Knight, 2004). 
Em conclusão, pode afirmar-se que, apesar da imensa investigação desenvolvida para alcançar o 
método bioquímico ideal, os métodos existentes são, na grande maioria, impraticáveis, imprecisos e 
não fiáveis; no entanto, alguns deles, mesmo não sendo úteis para a estimativa do intervalo post 
mortem, são relevantes do ponto de vista do interesse académico (Brooks, 2016). 
 
2.1.3 Métodos Entomológicos 
Como referido anteriormente neste capítulo, o estudo dos insetos que colonizam o cadáver constitui 
uma ferramenta crucial para a determinação do tempo decorrido desde a morte ou, mais 
especificamente, para a estimativa do tempo mínimo decorrido desde a morte, designado por 
intervalo post mortem mínimo (IPMmin). A redefinição do conceito de IPM quando aplicado à 
entomologia forense deve-se ao fato desta ciência permitir estimar o tempo decorrido desde a morte 
até ao aparecimento dos primeiros insetos, que, neste caso, pode ocorrer dentro de segundos ou 
minutos; daí se estimar o IPMmin, já que este pode não coincidir exatamente com o IPM (i.e. com a 
altura da morte) (Brooks, 2016; Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016; Hofer et al., 2017). 
Recorrendo aos métodos tradicionais, a estimativa do IPM está limitada às primeiras 48 - 72 horas 
após a morte, visto ser o tempo máximo no qual se registam alterações fisiológicas ou bioquímicas 
no cadáver. No entanto, com a utilização de ferramentas da entomologia forense é possível fazer 
uma estimativa rigorosa durante um intervalo de tempo bastante mais abrangente (Al-Shareef e 
Zaki, 2017; Hofer et al., 2017).  
A estimativa do IPMmin com base na entomologia forense é efetuada tendo em conta vários 
princípios. Em primeiro lugar, diferentes espécies de artrópodes colonizam o cadáver em etapas da 
decomposição distintas, ou seja, cada espécie encontrada no corpo indica um estado de 
decomposição diferente. Em segundo lugar, algumas das espécies de artrópodes têm ciclos de vida 
bem definidos, o que permite determinar o IPM tendo em conta cada etapa desse ciclo. Por fim, 
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existem algumas espécies que são específicas de cada região geográfica e estação do ano, 
fornecendo, desta forma, informações adicionais que podem ser fundamentais para a resolução de 
uma investigação criminal (Al-Shareef e Zaki, 2017; Hofer et al., 2017). 
No âmbito da entomologia forense, os insetos de maior importância são as moscas (Diptera) e os 
coleópteros (Coleoptera - como besouros e escaravelhos), na medida em que, para além de serem 
os mais estudados, também são aqueles que fornecem a maioria da informação para estimar o IPM.  
As moscas, particularmente as varejeiras (Calliphoridae) são, geralmente, as primeiras 
colonizadoras do cadáver, uma vez que possuem aptidão para detetar e localizar as fontes de odores 
de decomposição. A sua presença é fundamental para o início do processo de decomposição e para 
a reciclagem da matéria orgânica. Estes artrópodes possuem um ciclo de vida bem definido, sendo, 
desta forma, utilizados para estimativas até cerca de 5 semanas após a morte, dependendo da 
estação do ano. Esta estimativa é efetuada com base na idade dos insetos mais velhos a 
desenvolverem-se no cadáver (Al-Shareef e Zaki, 2017; Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016). 
Assim para que seja possível determinar o IPM utilizando as moscas varejeiras, é necessário ter 
conhecimento do seu ciclo de vida e respetiva duração. Estes insetos depositam os ovos nos 
primeiros minutos após a morte, fazendo-o nos orifícios naturais do cadáver (e.g. olhos, nariz, 
boca, ouvidos, região anogenital), em ferimentos ou em fluidos corporais expostos. Quando os 
ovos eclodem, transformam-se em larvas de 1º estádio que crescem rapidamente passando pelo 2º e 
3º estádios. Atingindo essa fase, deixam de se alimentar, evoluindo, assim, para o estado de pupa. 
Por fim, ocorre a metamorfose, encerrando o ciclo de vida com uma mosca adulta (Figura 5). O 
processo de metamorfose deixa vestígios do desenvolvimento do inseto (i.e. o pupário do qual a 
mosca adulta emerge), tornando-se útil para a determinação da sua idade e, consequentemente, para 
a determinação do IPM. Em condições normais, o ciclo de vida das moscas varejeiras dura 
aproximadamente 18 a 24 dias (Al-Shareef e Zaki, 2017; Brooks, 2016; Dinis-Oliveira e 
Magalhães, 2016). 
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Figura 5: Ciclo de vida da mosca varejeira (Diptera: Calliphoridae). (Adaptado de “Euro4science 2.0”) 
 
Um outro grupo de extrema importância para a entomologia forense são os coleópteros, organismos 
responsáveis pela destruição dos tecidos moles. Estes artrópodes invadem o cadáver numa fase 
mais tardia, isto é, quando se está perante estados de decomposição mais avançados. O 
conhecimento desta sucessão ecológica observada ao longo do tempo é utilizado no cálculo do 
tempo decorrido desde a morte em casos de IPM mais longos (aproximadamente, 3 a 6 meses) (Al-
Shareef e Zaki, 2017; Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016; Kulshrestha e Satpathy, 2001; 
Marchenko, 2001). 
Atualmente, os métodos entomológicos para a avaliação do IPM são extremamente eficazes para a 
sua estimativa nas primeiras semanas após a morte. Contudo, perante períodos mais longos, estes 
tornam-se menos precisos, devido à influência de diversos fatores (Dinis-Oliveira e Magalhães, 
2016). 
Conforme acontece com os métodos anteriores, também os métodos entomológicos sofrem 
influência de diversos fatores que afetam a precisão da estimativa do IPM. Estes fatores 
influenciam a estimativa, principalmente, devido a duas razões: por um lado, porque alteram a 
duração do ciclo de vida dos insetos e, por outro lado, devido ao seu efeito na taxa de 
decomposição do cadáver. Deste modo, salienta-se a influência da temperatura ambiente, da 
estação do ano, da região geográfica, da percentagem de humidade, do fotoperíodo e da quantidade 
de precipitação. Regista-se, também a influência de fatores interindividuais, como a massa corporal 
e a presença ou ausência de roupas no cadáver, uma vez que, caso existam, atrasam a colonização 
(Brooks, 2016; Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016; Hofer et al., 2017; Marchenko, 2001). 
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No que respeita à influência de fatores ambientais, estes afetam a duração do ciclo de vida dos 
artrópodes, uma vez que o seu desenvolvimento é tanto mais rápido quanto maior for a temperatura 
ambiente e as horas de radiação solar e quanto menor for a humidade e precipitação. Dependendo 
da região geográfica, para além de a este fator estar inerente a parte ambiental, existem insetos mais 
comuns numas zonas do que noutras (i.e. existe uma entomofauna específica para as zonas 
costeiras, bem como para as zonas do interior) sendo, por isso, necessária especial atenção nestas 
situações (Dinis-Oliveira e Magalhães, 2016; Hofer et al., 2017; Marchenko, 2001). 
Assim, perante uma perícia forense, previamente à avaliação do IPM, é fundamental que o 
patologista/entomologista tenha acesso a todas as condições ambientais que se observaram nesse 
período. Para além disso, também é necessária a especialização e o aprofundado conhecimento na 
área da entomologia para que todas as variáveis sejam tidas em consideração (Brooks, 2016; Dinis-
Oliveira e Magalhães, 2016). 
Resumidamente, a Entomologia Forense dispõe de métodos bastante eficazes para a avaliação do 
IPM; no entanto, são métodos muito variáveis e que devem ser adaptados consoante o tipo de 
situação em causa. Para que a perícia não fique comprometida, também se deve ter em 
consideração a recolha e preservação dos insetos recolhidos do local do crime (i.e. evidências 
entomológicas), bem como a sua identificação, consoante os dados ambientais registados. Caso 
algum destes parâmetros seja menosprezado, a determinação do IPM pode tornar-se errónea. 
 
2.1.4 Métodos Microbiológicos 
Relativamente aos métodos microbiológicos, estes surgem em consequência dos avanços nas 
técnicas de sequenciação de ADN, uma vez que têm permitido a análise completa não só dos 
genomas, mas também dos microbiomas, isto é, das comunidades microbianas existentes nos 
diversos ecossistemas. Assim, admitindo as dificuldades em encontrar um método preciso para a 
estimativa do IPM, surge a oportunidade de aplicar o estudo destas comunidades às investigações 
forenses (Brooks, 2016; Javan et al., 2016). 
Neste seguimento, emerge o termo tanatomicrobioma (thanatos = morte, em grego) que se define 
como o estudo dos microrganismos que colonizam os órgãos internos e orifícios do corpo humano, 
após a morte. O tanatomicrobioma envolve um processo de sucessão onde, à medida que avança a 
decomposição cadavérica, são observadas alterações na composição das comunidades microbianas 
(Brooks, 2016; Javan et al., 2016; H. R. Johnson et al., 2012). 
Após a morte, o cadáver transforma-se numa fonte de nutrientes, capaz de suportar uma diversa 
comunidade de microrganismos. Sabe-se que as bactérias endógenas associadas ao intestino 
(bactérias anaeróbias pertencentes às famílias Lactobacillaceae e Bacteroidaceae) são responsáveis 
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pela fase inicial da decomposição (aproximadamente, 6 a 9 dias) através da digestão das 
macromoléculas. Este fenómeno gera subprodutos metabólicos que fazem com que o cadáver 
inche. Após o inchaço cadavérico, observa-se a libertação dos fluidos corporais para o meio 
ambiente, que se traduz, por um lado, na diminuição da abundância de bactéricas anaeróbias e, por 
outro lado, no aparecimento de bactérias aeróbias (pertencentes às famílias Phyllobacteriaceae, 
Hyphomicrobiaceae e Brucellaceae), devido à exposição dos tecidos ao oxigénio. Para além do 
aparecimento de microrganismos aeróbios, também se regista o aumento da taxa de 
microrganismos anaeróbios facultativos da família Enterobacteriaceae (Hauther et al., 2015;  Javan 
et al., 2016;  Metcalf et al., 2013; Brooks, 2016).  
Uma vez que os fluidos cadavéricos são libertados para o meio ambiente, nomeadamente, para o 
solo, verifica-se, ainda, um aumento do pH e do conteúdo de nutrientes do solo. O enriquecimento 
do solo com nutrientes provenientes da decomposição leva à diminuição da abundância de um tipo 
de bactérias, nomeadamente Acidobacteria, devido à sua preferência por ambientes oligotróficos 
(pobres em nutrientes) e ao aparecimento de outro, como Alphaproteobacteria (Metcalf et al., 
2013). 
Nos últimos anos foram surgindo diversos estudos acerca deste tópico que, apesar de serem 
bastante preliminares, podem levar ao desenvolvimento e aperfeiçoamento dos métodos existentes 
para a estimativa do IPM. Inicialmente, os estudos desenvolvidos focavam-se apenas no 
tanatomicrobioma da pele. No entanto, com o avanço da investigação verificou-se que estas 
comunidades microbianas refletem o meio com o qual estão em contacto, registando-se, também, a 
influência do meio ambiente e da colonização por insetos, ambos fatores que induzem alterações 
químicas nos tecidos moles.  
Assim, surgiu a necessidade e o interesse de alargar a amostragem, isto é, desenvolver 
investigações que abranjam outros microbiomas (Brooks, 2016; Javan et al., 2016; Johnson et al., 
2012; Metcalf et al., 2013). Desta forma, Metcalf et al., (2013) desenvolveram um estudo de 
complexidade bastante elevada onde caracterizaram não só o tanatomicrobioma da pele, 
subdividido na pele do corpo e da cabeça, mas também o da cavidade abdominal e do solo 
envolvente. Para isso, procederam à extração de ADN, seguida da sequenciação parcial dos genes 
das subunidades ribossomais 16S e 18S do ARN (rARN) e, por fim, complementaram os seus 
resultados com a quantificação dos microrganismos presentes.  
Com base nos fenómenos que ocorrem durante as diferentes fases de decomposição cadavérica, 
Metcalf et al. (2013) concluíram que as comunidades microbianas associadas à decomposição 
tornam-se significativamente diferentes ao longo do tempo, quer na cavidade abdominal, como no 
solo e pele. Contudo, não são totalmente similares nos estados mais tardios da decomposição. Por 
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exemplo, no solo e na pele, as famílias Sphingobacteriaceae, Phyllobacteriaceae, 
Hyphomicrobiaceae, Brucellaceae e Alcaligenaceae aumentam em abundância durante o estado 
avançado da decomposição. Descobriram, também, que a mudança temporal nas comunidades 
microbianas da pele da cabeça permite estimar o IPM dentro de 3.30 ± 2.52 dias, o que sugere que 
os microrganismos podem ser mais informativos para estimar o IPM durante os primeiros estados 
de decomposição. 
Resumidamente conclui-se que, uma vez que as alterações na presença e abundância de bactérias 
específicas são consistentes com o decorrer dos diversos estados de decomposição cadavérica, a 
sucessão de comunidades microbianas pode ser usada para a estimativa do IPM, ainda que seja 
mais específica em intervalos de tempo reduzidos (Javan et al., 2016; H. R. Johnson et al., 2012; 
Metcalf et al., 2013). 
No entanto, esta categoria de métodos para a estimativa do IPM requer, ainda, bastante 
investigação, nomeadamente acerca da influência do tipo e textura de solo, das condições 
ambientais e das variações interindividuais no microbioma humano. Só assim é que se garante a 
aplicabilidade e rigor destes métodos. 
 
2.1.5 Métodos Genético-Moleculares 
Como referido anteriormente, para que a estimativa do IPM seja rigorosa, devem ser avaliados 
parâmetros que alterem, constantemente, após a morte. Assim, partindo desta premissa, verificou-
se que o estudo da degradação dos ácidos nucleicos (ADN e ARN) poderia apresentar inúmeras 
vantagens comparativamente com a imprecisão dos métodos anteriores (Sampaio-Silva et al., 
2013). 
Desta forma, com os avanços ao nível da biologia molecular, a análise da degradação de ADN e 
ARN tornou-se o foco da investigação para a estimativa do IPM. 
 
  2.1.5.1 Métodos baseados na degradação de ADN 
Após a morte, a degradação do ADN é provocada por enzimas intracelulares e pela proliferação 
bacteriana. Por conseguinte, a sua análise e quantificação pode constituir um método para a 
estimativa do IPM (Gomaa et al., 2013; Itani et al., 2011). 
De facto, a molécula de ADN é conhecida como sendo estável durante um longo período post 
mortem justificando, por isso, o aparecimento de alguns estudos acerca da sua degradação (Martin 
Bauer et al., 2003; Gomaa et al., 2013). Neste sentido, ao longo dos anos observa-se uma panóplia 
de técnicas para a análise e quantificação de ADN, entre elas, o Ensaio Cometa (ou SCGE, do 
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inglês single cell gel electrophoresis), a Citometria de Fluxo e, mais recentemente, métodos de 
amplificação por PCR (Ebuehi et al., 2015; Gomaa et al., 2013). 
Relativamente ao ensaio cometa, a sua aplicação tem sido documentada como uma ferramenta útil 
para a avaliação dos danos provocados no ADN de uma célula. Aquando da morte celular, as 
cadeias de ADN quebram, dando origem a fragmentos menores. Assim, esta técnica consiste na 
migração diferencial de ADN suspenso numa matriz de agarose com o objetivo de quantificar a 
percentagem de fragmentação. Como resultado da migração, os fragmentos de ADN dispõem-se 
em forma de cometa, sendo que, na “cabeça” do cometa se encontra o ADN intacto, que, por ter um 
peso molecular maior não migra e, na cauda, o ADN fragmentado, em resultado da migração 
(Figura 6). Portanto, a degradação do ADN é avaliada consoante o arrastamento encontrado no gel 
de agarose (visível em forma de cauda) que é tanto maior quanto a percentagem de fragmentação 
(Johnson e Ferris, 2002; Olive e Banáth, 2006). 
 
 
 
 
 
Figura 6: Representação do processo de degradação do ADN através do Ensaio Cometa em tecidos de cérebro e fígado 
em diferentes intervalos post mortem. (Adaptado de Gomaa et al., 2013) 
A utilização do ensaio cometa para a estimativa do IPM encontra-se documentada em alguns 
estudos. Em 2002, Johnson e Ferris recorreram a este método para avaliarem a degradação do 
ADN em amostras post mortem humanas (sangue) e suínas (músculo esquelético e cardíaco, fígado 
e rim). A degradação do ADN foi analisada num período de tempo post mortem entre as 3h e as 
72h. No entanto, devido aos intervalos post mortem selecionados serem bastante espaçados, não 
lhes foi possível obter dados para todos os tipos de amostras. Os investigadores verificaram, 
apenas, que, para amostras do músculo cardíaco e esquelético, a fragmentação do ADN 
desenvolveu-se rapidamente até às 24h, diminuindo de velocidade até às 56h post mortem, 
intervalo de tempo máximo com o qual obtiveram resultados. Ainda assim, apesar da escassez e 
imprecisão de resultados, Johnson e Ferris (2002) conseguiram perceber que a degradação do ADN 
é proporcional ao aumento do IPM, isto é, à medida que avança o tempo decorrido desde a morte, o 
ADN encontra-se cada vez mais fragmentado. 
Uns anos mais tarde e com o intuito de complementar os resultados obtidos por Johnson e Ferris, 
Gomaa et al. (2013) analisaram amostras de fígado e cérebro de rato durante as primeiras 24h post 
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mortem (período de tempo em que a degradação ocorre a uma velocidade maior). Com isto, 
verificaram que a degradação do ADN ocorre a velocidades diferentes, não só ao nível do tempo 
decorrido desde a morte, mas também consoante os órgãos em análise. Assim, nas primeiras 24h 
post mortem, a degradação do ADN em amostras de fígado é consideravelmente mais rápida do que 
quando se trata de amostras de cérebro. De facto, estes resultados são facilmente explicáveis, uma 
vez que o fígado é um órgão com elevada atividade de nucleases que, por conseguinte, aceleram o 
processo de degradação das moléculas. 
De facto, a investigação realizada com recurso ao Ensaio Cometa permitiu estabelecer uma relação 
entre o avanço da degradação do ADN e o tempo decorrido desde a morte; no entanto, esta carece 
de detalhes a vários níveis. Por exemplo, esta técnica apresenta algumas limitações ao nível da 
resolução das imagens obtidas, não sendo possível, por vezes, encontrar diferenças significativas 
em intervalos post mortem mais longos. Por isso, tornou-se necessário aplicar outras técnicas para 
além do ensaio cometa, que fossem mais robustas e que pudessem fornecer dados mais rigorosos. 
Assim, surgiu a possibilidade de aplicar métodos de amplificação por PCR na análise da 
degradação do ADN. Este parâmetro é avaliado uma vez que, à medida que o ADN é degradado, há 
uma diminuição na quantidade de produto amplificado.  
Neste âmbito, Itani et al. (2011), através da técnica de PCR em tempo real, avaliaram o processo de 
degradação de um gene em 4 órgãos provenientes de ratos albinos, sendo eles, cérebro, músculo, 
fígado e rim. Quanto aos intervalos post mortem, os investigadores analisaram a degradação 
durante 6 semanas, sendo cada uma delas um ponto de amostragem. No que respeita às condições 
de armazenamento dos cadáveres, estudaram duas condições: armazenamento a 4°C e a 20°C. 
Assim, através da fluorescência detetada observaram que, no geral, a quantidade de ADN 
amplificado diminui com o aumento do IPM em todas as condições de armazenamento e em todos 
os órgãos estudados. Mais detalhadamente concluíram que o ADN do cérebro possui uma 
degradação bastante lenta, sendo por isso, o tipo de amostra ideal para um estudo post mortem de 
longa duração. Em contraste, órgãos como o fígado e o rim possuem uma taxa de degradação mais 
acelerada; no entanto, parecem ser adequados caso a temperatura de armazenamento do cadáver 
seja mais baixa (4°C), visto que esta gama de temperaturas atrasa o processo de degradação dos 
ácidos nucleicos. Na Figura 7 encontra-se uma representação gráfica da degradação de ADN em 
função do IPM para os 4 órgãos em estudo armazenados a 20°C.  
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Figura 7: Alterações post mortem na quantidade de ADN em diversos órgãos, armazenados a 20°C. A quantidade de 
ADN é medida em RFU (unidades de fluorescência) em que 10ng de ADN correspondem a 100RFU. (Retirado de Itani 
et al. (2011)) 
 
As conclusões obtidas por Itani et al. (2011) recorrendo à técnica de PCR coincidem com os 
resultados de Gomaa et al. (2013), obtidos através do ensaio cometa. Dois anos mais tarde surgiu, 
um estudo de Ebuehi et al. (2015) em que, através de PCR seguido de eletroforese, os resultados 
obtidos suportam as descobertas anteriores. 
Contudo, tratando-se de amostras forenses, nem sempre existem amostras de músculo ou até 
cérebro. Neste sentido, Rubio et al. (2013) debruçaram-se sobre a degradação post mortem de ADN 
extraído da dentição do cadáver. Apesar de se tratar de um parâmetro influenciado por diversos 
fatores, como a idade e a condição de saúde dentária, os autores verificaram que a quantidade de 
ADN diminui para metade no primeiro mês post mortem, permanecendo estagnada durante um 
período de tempo que pode atingir até 18 meses post mortem. Esta descoberta reforça a ideia de 
utilizar a degradação de ADN como método para a estimativa do intervalo post mortem, fazendo 
sentido ser aplicada para IPM bastante alargados. 
Resumidamente verifica-se que a degradação do ADN é mais lenta a 4°C em comparação com 
temperaturas superiores a 20°C. A degradação ocorre, também, de forma mais lenta no cérebro 
(independentemente da temperatura) do que no fígado, rim, músculo, pulmão ou baço, sendo uma 
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das explicações o fato deste órgão estar protegido pela cavidade craniana. (Brooks, 2016; Itani et 
al., 2011).  
No entanto, é de salientar que, apesar das conclusões obtidas pelos estudos nesta área coincidirem 
entre elas, há, sempre, a ressalva de, em todos os casos terem sido utilizados organismos-modelo. 
Como já referido anteriormente, utilizando organismos modelo, todos os fatores intrínsecos e 
extrínsecos são controlados, mas necessitam de testes confirmatórios posteriores. Desta forma, a 
utilização de métodos baseados na degradação de ADN para a estimativa do IPM deve ser 
aprofundada, por exemplo, com a introdução de dados acerca de amostras humanas. Quando a 
consolidação desses resultados estiver concluída é que se poderá ponderar a utilização destes 
métodos para a prática da investigação forense. 
 
2.1.5.2 Métodos baseados na degradação de ARN 
Nas últimas décadas, a Ciência Forense era direcionada para o desenvolvimento de métodos com 
base no ADN dada a sua estabilidade durante longos períodos post mortem e a sua relevância ao 
nível da identificação genética. No entanto, o aparecimento de tecnologias avançadas que permitem 
a análise do ARN levaram os investigadores forenses a avaliar o potencial desta molécula (Bauer et 
al., 2007). 
Neste contexto, os estudos desenvolvidos com o ARN revelaram a sua estabilidade após a morte. 
Assim, após a verificação de que a degradação desta molécula era uma variável dependente do 
tempo, começa a surgir a possibilidade de analisar a expressão génica em tecidos post mortem 
como método para a estimativa do IPM (Hansen et al., 2014).No entanto, as investigações nesta 
área estagnaram durante uns anos devido à falta de uma técnica que permitisse a obtenção de 
resultados quantitativos, isto é, uma metodologia em que fosse possível quantificar os níveis de 
mARN de diversos genes consoante o tempo decorrido desde a morte. Uns anos mais tarde, 
segundo os investigadores, surge a técnica ideal, o Real Time RT-PCR (do inglês Real Time 
Reverse Transcriptase PCR). 
Relativamente ao Real Time RT-PCR, em termos práticos, esta técnica requer uma etapa prévia de 
conversão do mARN em cADN (cADN, do inglês complementary DNA), tarefa efetuada pela 
enzima transcriptase reversa. Seguidamente, após a obtenção de moléculas de cADN, realiza-se 
PCR em tempo real. Os resultados obtidos são quantificados convertendo a fluorescência detetada, 
sendo que, para isso, se utiliza o valor de Ct (do inglês, threshold cycle), uma vez que define o 
número do ciclo a partir do qual a fluorescência detetada é significativa (Heid et al., 1996; 
Sampaio-Silva et al., 2013). Assim, aplicando esta metodologia ao estudo post mortem da 
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expressão génica, é possível estabelecer uma relação sólida entre a degradação do ARN e o IPM 
(Bauer et al., 2003). 
Apesar do Real Time RT-PCR ser uma metodologia bastante vantajosa para este tipo de estudo, o 
planeamento e a interpretação dos resultados exigem algum cuidado, uma vez que a elevada 
sensibilidade da técnica pode induzir resultados erróneos. Para que tal não aconteça, os resultados 
devem ser normalizados com controlos endógenos, isto é, com genes cuja expressão seja ubíqua em 
todos os tecidos, condição verificada nos genes housekeeping (Heinrich et al., 2007). Após a 
correta normalização dos dados, a diferença entre a expressão do gene alvo e do controlo é 
calculada através da seguinte fórmula: ΔCt=Ct (gene alvo) - Ct (gene controlo). Dado que o valor de 
Ct está inversamente relacionado com a quantidade de ARN inicial, este também se pode 
correlacionar com o IPM (Sampaio-Silva et al., 2013). 
Um controlo endógeno ideal deve apresentar estabilidade em diferentes tipos de tecidos e 
indivíduos e, ainda, a sua expressão não deve ser afetada por condições ambientais nem por estados 
de doença ou causa da morte (Heinrich et al., 2007; Koppelkamm et al., 2010). 
A escolha dos genes housekeeping a utilizar como controlo endógeno é, na maioria dos estudos, um 
ponto crítico, mas também aquele que determina o sucesso ou fracasso dos resultados. Além disso, 
como se pretende quantificar o mARN de amostras post mortem, é crucial assegurar a estabilidade 
do controlo durante os vários intervalos post mortem em estudo.  
Neste sentido, ao longo dos anos, têm surgido diversas investigações. Em 2007, Heinrich et al. 
propuseram-se a avaliar o potencial de 5 genes housekeeping como controlo interno para a análise 
post mortem da expressão génica. Desta forma, analisaram a expressão da β-actina, da proteína de 
ligação à TATA Box (TBP), da beta-2-microglobulina (B2M), da ciclofilina A (CYPA) e da 
ubiquitina C (UBC) em tecidos post mortem humanos de músculo-esquelético, cérebro e coração. 
Com esta análise verificaram que os níveis de expressão dos 5 genes eram bastante instáveis ao 
longo dos IPMs estudados (15h≤IPM≤118h). No entanto, concluíram que a estabilidade do mARN 
depende dos tecidos, uma vez que a β-actina era mais estável no tecido cerebral e a TBP no 
músculo-esquelético. Considerando esta dependência, Heinrich et al. (2007) concluíram também 
sobre a importância da utilização de mais do que um controlo interno nos estudos. Mais tarde, 
Koppelkamm et al. (2010) retiraram as mesmas conclusões, acrescentando, ainda a utilidade do 
gene 18S rARN no músculo-esquelético e cardíaco. 
Dado que ao longo dos anos, a escolha do controlo interno ideal ainda era muito controversa, 
ZhangHeng et al. (2013) desenvolveram o seu estudo analisando 9 genes housekeeping em 4 
tecidos post mortem humanos (coração, cérebro, pele e rim). Os intervalos post mortem variaram 
entre 1h e 71h. Os resultados obtidos permitiram concluir acerca dos controlos internos adequados 
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para a normalização de dados tendo como influência, não só o IPM, mas também a causa da morte. 
No geral, os investigadores verificaram que os genes U6, 18S rARN e GAPDH são adequados para 
a normalização dos dados em vários tecidos e causas da morte. A estabilidade destes genes está 
relacionada com a sua estrutura, por exemplo, o U6 é um snARN (small nuclear ARN) com uma 
estrutura em hairpin, estando, ainda, protegido contra as nucleases (uma vez que se encontra no 
núcleo); já o 18S rARN apresenta elevada estabilidade post mortem pois encontra-se no complexo 
ribossomal que o protege da degradação. Quanto à β-actina e B2M, os autores registaram a 
variação da sua estabilidade consoante o tipo de tecido, ou seja, ambos os mARN são mais estáveis 
para o tecido cardíaco, oque confirma os resultados obtidos por Heinrich et al. (2007). 
ZhangHeng et al. (2013) incluíram, ainda, no seu estudo a possibilidade da utilização de 
microARN como controlo interno; contudo, os seus resultados revelaram que este tipo de ARN não 
é adequado uma vez que, nas suas extremidades, não estão presentes estruturas (como a cauda poli-
A e o 5’cap) que forneçam proteção suficiente contra a degradação. 
Relativamente à utilização de microARN, este é um ponto que gera controvérsia na literatura, uma 
vez que, apesar das conclusões de ZhangHeng et al. (2013) afirmarem que a sua utilização é 
inadequada, um estudo desenvolvido por Li et al. (2014) revela o contrário.  
Li et al. (2014), após uma revisão daquilo que já tinha sido descoberto nesta área, optaram por 
avaliar a estabilidade do microARN. Ao seu estudo acrescentaram a análise do gene 18S rARN, 
uma vez que já tinham verificado, anteriormente, a sua estabilidade em amostras post mortem. Para 
isso, selecionaram tecido cardíaco de ratos albinos, visto o coração ser um órgão que se encontra 
protegido pela caixa torácica e, por isso, menos suscetível à degradação. Os intervalos post mortem 
selecionados variaram entre 1h e 168h. Previamente à análise da estabilidade dos 2 mARNs 
selecionados, os autores avaliaram a integridade do ARN por eletroforese, procedimento que 
permitiu verificar que estas moléculas se degradam em pequenos fragmentos logo após as 48h post 
mortem. No que diz respeito à quantificação do ARN, esta foi levada a cabo através da metodologia 
de Real Time RT-PCR. Com isto, verificaram que a quantidade de 18S rARN aumentou até às 96h 
post mortem e, a partir deste tempo, diminuiu até as 168h (Figura 8). Tal acontece uma vez que até 
às 96h após a morte, a taxa de degradação do 18S rARN é mais lenta do que a taxa de libertação 
destas moléculas do complexo ribossomal. Após 96h, a situação reverte-se, observando-se, por 
isso, a diminuição da quantidade desta molécula.  
Quanto ao microARN, Li et al. (2014) começaram por verificar a estabilidade de 3 moléculas 
(miR-1, miR-2 e miR-3). Após verificarem que o miR-1 era mais estável, não sendo registadas 
alterações significativas ao longo dos intervalos post mortem, os autores optaram por utilizá-lo para 
a normalização dos dados do 18S rARN e, assim, analisar a relação entre o intervalo post mortem e 
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a degradação do ARN. Neste sentido, utilizando a fórmula da normalização de dados (ΔCt=Ct (gene 
alvo) - Ct (gene controlo)) e efetuando uma regressão linear conseguiram obter um modelo para a 
estimativa do IPM. Este modelo foi testado, também, em humanos e os autores afirmam a obtenção 
de bons resultados; no entanto, ressalvam a existência de diversos fatores que afetam o IPM que, 
em situações reais, podem originar determinações erróneas do IPM. 
 
Figura 8: Relação entre o IPM e o valor Ct correspondente ao 18S rARN. Uma vez que o Ct se correlaciona inversamente 
com a quantidade de ADN, verifica-se que houve um aumento na quantidade de 18S rARN até às 96h após a morte, 
seguido de diminuição da sua quantidade até às 168h. Adaptado de Li et al., (2014). 
 
Na tentativa de estimar o IPM com base na degradação do mARN destaca-se, ainda, o trabalho de 
Sampaio-Silva et al. (2013). Neste estudo, os investigadores pretendiam definir um conjunto de 
transcritos de ARN que se correlacionassem significativamente com o IPM. Para isso, utilizaram 8 
tipos de amostras post mortem (pele, coração, fígado, pâncreas, estômago, pulmão, baço e 
quadríceps) que foram recolhidas durante 11 intervalos de tempo (1h≤IPM≤11h). Em relação aos 
controlos internos para o Real Time RT-PCR, utilizaram os genes β-actina, GAPDH, CYP2E1, 
Hprt e Ppia. Além dos controlos, estudaram, também 4 genes específicos de alguns tecidos: Alb e 
Bhmt como específicos para o fígado e Mylk, e Tpm1 sendo específicos para tecido muscular 
(coração e quadríceps). No geral, verificaram que o tecido que se correlacionava mais 
significativamente com o IPM é o tecido muscular dos quadríceps; no entanto, é de salientar que 
estas conclusões foram obtidas tendo por base um intervalo post mortem bastante reduzido. 
Após uma análise intensiva de todos os resultados obtidos, Sampaio-Silva et al. (2013) 
conseguiram desenvolver um modelo matemático para a estimativa do IPM que proporciona uma 
séria vantagem em relação aos métodos anteriores (Figura 9). Contudo, os autores salvaguardam a 
Capítulo I - Introdução 
31 
 
utilização deste modelo em casos práticos, uma vez que foi desenvolvido sob condições 
laboratoriais, não contemplando a influência de fatores intrínsecos e extrínsecos. 
 
𝐈𝐏𝐌 =
(5.98 − |?̅?𝑥|)
0.20
± 2.16 × [1.22 × √0.10 +
(?̅?𝑥 + 4.86)2
5.83
] 
𝒔𝐱 =  
𝑠𝑦
𝑚   
 √
1
𝐾
+
1
𝑛
+
(?̅?𝑥 −  ?̅?𝑥)2
𝑚2  ∑ xx
 
Figura 9: Modelo matemático para a estimativa do IPM desenvolvido por Sampaio-Silva et al. (2013). (?̅?𝑥) corresponde 
ao sinal médio para a amostra; (K) é o número de réplicas usadas; (n) é o número de intervalos post mortem analisados; 
(?̅?𝑥) é o sinal médio para cada IPM; (∑ xx) é o somatório de (x- x̅)
2. 
 
Sumariamente é aceitável afirmar que o investimento para a obtenção de um método que permita 
estimar o IPM com base no ARN é enorme, no entanto, ainda há muitas condições que devem ser 
rigorosamente estudadas. Atualmente pode concluir-se, apenas, que a degradação do ARN é útil 
para a estimativa de intervalos post mortem curtos (até 96h), sendo que se devem analisar tecidos 
que se encontrem protegidos (como o cérebro e o coração). Quanto à normalização dos dados, 
devem ser utilizados, no mínimo, 2 controlos endógenos. 
 
2.1.5.3 Métodos baseados nos níveis de metilação do ADN 
Referida a importância de uma estimativa precisa do IPM para o sucesso de uma investigação 
forense, ao longo dos anos são inúmeras as alternativas desenvolvidas para alcançar o método 
ideal.  
No que respeita à metilação do ADN, atualmente reconhece-se a sua utilidade como ferramenta 
forense na resolução de diversas questões relacionadas com esta área, tema discutido na secção 
3.1.4 “Aplicação da Metilação do ADN nas Ciências Forenses”. Assim, considerando a metilação 
do ADN uma modificação química estável, surge a possibilidade de aplicar o seu estudo na 
resolução de outra questão fulcral da ciência forense, a definição de um método para a estimativa 
do IPM.  
Neste contexto, a análise dos padrões de metilação é uma metodologia com enorme potencial, uma 
vez que se trata de uma modificação associada à molécula de ADN, em que a sua estabilidade post 
mortem já foi testada e comprovada em diversos estudos. No entanto, apesar das vantagens 
associadas, a utilização desta metodologia para a estimativa do IPM ainda não se encontra muito 
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explorada, existindo, por isso, pouquíssimos estudos na literatura que permitem apenas uma 
avaliação inicial da estabilidade desta modificação após a morte. 
O estudo pioneiro neste âmbito foi desenvolvido há alguns anos por Sawaguchi et al. (2003) que, 
recorrendo a um método baseado em enzimas de restrição – o RLGS-M (do inglês Restriction 
Landmark genomic scanning modified by methylation) - analisaram amostras de fígado de rato, 
armazenadas a 4°C, durante 5 intervalos post mortem (0h, 4h, 8h 12h e 24h). Com isto, os autores 
verificaram uma ligeira diminuição da percentagem de metilação até às 8h post mortem, seguida de 
um aumento, também pouco significativo, até às 12h. Quanto à percentagem de metilação 
correspondente às 24h post mortem, os autores não obtiveram resultados devido à degradação do 
ADN, não sendo possível, deste modo, o estabelecimento de uma correlação significativa entre os 
níveis de metilação e o IPM. 
Uns anos mais tarde, Barrachina e Ferrer (2009) desenvolveram uma investigação bastante robusta 
com amostras post mortem de cérebro onde um dos objetivos principais era avaliar se o IPM 
afetava os níveis de metilação de genes específicos (neste caso, genes relacionados com a doença 
de Alzheimer). O conjunto de metodologias aplicadas permitiu-lhes concluir que, durante os 
intervalos post mortem testados (0h≤IPM≤48h), os padrões de metilação específicos dos genes em 
análise não sofriam alterações significativas. 
Recentemente, Rhein et al. (2015) avaliaram a relação existente entre a degradação do ADN post 
mortem e os níveis de metilação de dois genes específicos: ALDH2 (que codifica a enzima aldeído 
desidrogenase-2) e SLC6A4 (gene transportador da serotonina), ambos relacionados com doenças 
psiquiátricas. Para isso, utilizaram amostras suínas e humanas de cérebro e sangue, armazenadas à 
temperatura ambiente (entre 19°C e 21°C), durante 10 intervalos post mortem (0h≤IPM≤120h). A 
degradação do ADN foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose e comparada com os 
intervalos post mortem, verificando-se, assim, que esta variável aumenta com o tempo decorrido 
desde a morte, sendo esta correlação mais significativa a partir das 72h post mortem. 
No que respeita à análise da metilação de ADN, este parâmetro foi avaliado recorrendo à conversão 
do ADN com bissulfito seguida de Touchdown PCR, uma variante do PCR clássico que permite 
aumentar a especificidade e sensibilidade da técnica, uma vez que evita a amplificação de 
sequências inespecíficas (Korbie e Mattick, 2008; Rhein et al., 2015). Tal como foi verificado nos 
estudos anteriores, também Rhein et al. concluíram que a variação nos níveis de metilação dos 
genes analisados era pouco significativa ao longo do IPM, sendo que, a partir das 72h post mortem, 
esta análise torna-se mais difícil, devido à degradação do ADN (Figura10). 
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Figura 10: Representação gráfica da variação dos níveis de metilação de dois tipos de amostras consoante o IPM.  
Resumidamente, com base nos estudos já efetuados, pressupõe-se que os níveis de metilação não 
sofrem alterações significativas ao longo do IPM; no entanto, em nenhum deles, o objetivo 
principal era a definição de um método para a estimativa do IPM, mas sim a avaliação post mortem 
dos níveis de metilação para, posteriormente se concluir sobre determinadas doenças. Desta forma, 
todos os estudos focaram-se em genes específicos, ou seja, a taxa de metilação foi quantificada 
para genes relacionados com doenças, entre elas, a doença de Alzheimer, estados psicóticos e até, o 
cancro.  
No âmbito do estudo de determinadas doenças com base nos níveis de metilação de ADN, surge, na 
literatura uma abordagem diferente, isto é, a análise do estado de metilação global como substituto 
da análise de genes específicos. Esta abordagem permite a quantificação dos níveis totais de 5-
metilcitosinas no ADN, e constitui uma ferramenta útil na identificação, rastreio e desenvolvimento 
de certas doenças que se encontram relacionadas com a hipermetilação, hipometilação e até a 
desmetilação global do ADN (Coppieters et al., 2014; Lay et al., 2015; Rhein et al., 2015). 
Sendo a avaliação dos níveis de metilação globais e gene-alvo uma prática cada vez mais frequente 
nas investigações, porque não aplicá-la para a estimativa do IPM? Neste sentido, esta dissertação 
debruçar-se-á na análise da variação da taxa de metilação global e da região promotora do gene 
EDARADD, com o objetivo de se obterem resultados significativos e passíveis de serem aplicados 
na estimativa do IPM. 
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3. Epigenética 
A epigenética é um termo utilizado para descrever diversas modificações reversíveis no genoma. 
Em 1942, o biólogo Conrad Waddington definiu este termo como um ramo da biologia que estuda 
as interações entre a Genética e o Ambiente durante o desenvolvimento. Estas interações estão na 
origem dos fenótipos. No entanto, com os avanços na investigação, a definição de epigenética foi 
sofrendo alterações. Assim, atualmente, a epigenética define-se como o estudo das modificações 
somáticas hereditárias na expressão génica e que ocorrem sem alteração da sequência de ADN 
(Allis e Jenuwein, 2016; Kader e Ghai, 2015). A combinação destas modificações modula e 
estabelece diferentes perfis de expressão génica, a partir do mesmo genoma. 
As principais modificações epigenéticas incluem a metilação do ADN, remodelação da cromatina, 
modificações nas histonas e ARN não-codificante (Figura 11). Todas elas desempenham um papel 
fundamental na regulação da expressão génica, mesmo mantendo a sequência de bases original do 
ADN.  
Estes mecanismos atuam durante a embriogénese, concretamente, na diferenciação celular, sendo a 
sua função ativar ou silenciar determinados genes. Desta forma, através da ativação/repressão de 
genes específicos em determinados tipos celulares ou em diferentes etapas do desenvolvimento 
embrionário, consegue-se que as células mantenham características diferentes, mas estáveis, apesar 
de conterem a mesma informação genética (Pidsley e Mill, 2011; Vidaki et al., 2013). 
 
Figura 11: Mecanismos epigenéticos envolvidos na regulação génica. (Adaptado de Vidaki et al. (2013) e Allis e 
Jenuwein, (2016)) 
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Os padrões epigenéticos são preservados durante a divisão celular, quer por mitose ou meiose, 
sendo, por isso, herdados de geração em geração. No entanto, ao longo do tempo, estes padrões 
podem sofrer alterações que, também elas serão preservadas e herdadas pela descendência. Estas 
alterações ocorrem, principalmente, em resposta à exposição ambiental e ao stress e podem ser 
afetadas por vários fatores como a alimentação e o tabagismo.  
Relativamente à ação dos fatores externos, estes podem induzir diversas alterações epigenéticas, 
inclusive doenças como, por exemplo, o cancro. Assim, na literatura encontram-se imensos estudos 
no sentido da cura destas doenças com base na manipulação dos padrões epigenéticos (Costa et al., 
2017; Watanabe e Maekawa, 2010). 
 
3.1 Metilação de ADN 
A metilação do ADN é um processo bioquímico de extrema importância para o desenvolvimento 
normal do genoma humano e para o estabelecimento do fenótipo. Sendo a metilação uma 
modificação epigenética, pressupõe, portanto, a não alteração da sequência de bases original da 
molécula de ADN. Este mecanismo consiste na adição de um grupo metil (-CH3) ao carbono 5’ de 
um resíduo de citosina que, no genoma humano ocorre num contexto de dinucleótido citosina-
guanina (CpG). Esta ligação covalente do grupo metil ao ADN origina, portanto, uma 5-
metilcitosina (5-mC), vulgarmente denominada como a “quinta base” do ADN (Figura 12) 
(Olkhov-Mitsel e Bapat, 2012; Vidaki et al., 2013). No entanto, a metilação das citosinas pode 
ocorrer, ainda que raramente, num contexto não CpG. Por exemplo, nas células estaminais, a 
adição do grupo metil a uma citosina não exige que esta seja precedida por uma guanina 
(Triantaphyllopoulos et al., 2016). 
 
Figura 12: Adição do grupo metil a uma citosina, dando origem a uma 5-metilcitosina (5-mC). (Adaptado de Vidaki et 
al. (2013)). 
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Esta modificação epigenética é caracterizada como sendo estável e, por isso, é mantida por um 
grupo específico de enzimas denominadas por ADN metiltransferases (DNMTs). As DNMTs têm 
duas funções cruciais: a manutenção da metilação após cada ciclo celular e a metilação de novo que 
consiste na criação de novos padrões de metilação durante o desenvolvimento (Vidaki et al., 2013). 
Estima-se que o genoma humano possua cerca de 30 milhões de dinucleótidos CpG dispersos, 
sendo que 60 a 90% destes se encontram metilados. No entanto, existem regiões especialmente 
ricas nestes dinucleótidos que, por isso, são designadas por ilhas CpG (CpGI). As ilhas CpG 
definem-se, portanto, como clusters de dinucleótidos CpG e localizam-se nas regiões reguladoras 
dos genes (na extremidade 5’) como por exemplo, nos promotores, nos intrões ou até nos exões 
(Figura 13). Estas ilhas têm cerca de 200-3000pb e estão presentes em mais de metade dos genes 
dos mamíferos (Kader e Ghai, 2015; Olkhov-Mitsel e Bapat, 2012). 
 
Figura 13: Esquema da metilação de citosinas num contexto CpG. (Adaptado de Patterson et al., 2011) 
 
3.1.1 Efeito da metilação do ADN na expressão génica 
A metilação do ADN tem um papel fundamental no controlo da expressão génica, mais 
concretamente, ao nível do silenciamento de determinados genes (Figura 14). Desta forma, a 
inativação dos genes é efetuada por um conjunto de enzimas e complexos de remodelação que 
causam a compactação da cromatina que, por sua vez, impedem a ação da RNA Polimerase. Assim, 
a transcrição é bloqueada e tem como consequência a repressão da expressão génica 
(Triantaphyllopoulos et al., 2016). 
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Figura 14: Representação esquemática do mecanismo de expressão génica numa ilha CpG. Quando a ilha CpG se 
encontra metilada, há repressão da expressão génica. (Adaptado de Vidaki et al. (2013)). 
 
Numa célula dita “normal”, as ilhas CpG permanecem não metiladas (exceto nos genes imprinted e 
no cromossoma X inativo nas mulheres), o que permite que seja expressado um conjunto de genes 
fundamentais para o tipo celular em questão (Patterson et al., 2006). Os restantes dinucleótidos 
CpG dispersos pelo genoma apresentam-se, geralmente, metilados. Assim, é este padrão de 
metilação e desmetilação (conservado durante a mitose) que determina quais os genes ativos 
consoante a necessidade da célula e o período em que esta se encontra. 
Os padrões de metilação/desmetilação são estabelecidos no início do desenvolvimento embrionário 
e modulados durante a diferenciação celular. No entanto, com o decorrer do envelhecimento ou 
numa situação de doença, estes padrões podem sofrer alterações graduais, verificando-se um 
processo reverso, ou seja, um aumento da metilação nas ilhas CpG (designado por hipermetilação) 
em contraste com uma diminuição dos níveis de metilação global no restante genoma, um estado de 
hipometilação (Olkhov-Mitsel e Bapat, 2012).  
O aparecimento de padrões de metilação anormais é a principal característica de diversas doenças 
complexas, como doenças cardíacas e neurodegenerativas, a diabetes e, a mais estudada e com 
mais ênfase, o cancro (Kader, Ghai, e Maharaj, 2018). Relativamente à carcinogénese, a alteração 
dos padrões de metilação é muito mais drástica, resultando na hipermetilação das ilhas CpG e numa 
hipometilação global. Estas variações resultam no silenciamento de genes supressores tumorais e 
na ativação de alguns oncogenes (Figura 15). 
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Figura 15: Representação esquemática dos padrões de metilação: (A) em condições normais, ou seja, ilhas CpG 
hipometiladas e dinucleótidos CpG metilados; (B) com o decorrer do envelhecimento celular, em que se observa um 
aumento da hipermetilação nas ilhas CpG e uma diminuição da metilação global nos dinucleótidos CpG; (C) durante a 
carcinogénese, processo no qual há inativação da expressão de alguns genes e a hipometilação global dos dinucleótidos 
CpG dispersos pelo genoma. 
 
3.1.2 A metilação do ADN e a influência ambiental 
A maquinaria epigenética influencia a expressão génica e a subsequente tradução das proteínas; no 
entanto, esta não altera a sequência primária do ADN. Desta forma, embora a informação genómica 
seja idêntica em todos os tipos celulares de um organismo complexo, já o epigenoma varia de 
tecido para tecido, controlando assim a expressão diferencial dos genes o que leva, 
consequentemente, à diferenciação celular.  
Apesar da metilação do ADN ser uma modificação epigenética estável, esta é influenciada por 
fatores quer endógenos como exógenos. Assim, ao longo dos anos tem-se vindo a demonstrar que a 
metilação do ADN atua como uma interface entre o genoma e o meio ambiente. Esta interação 
existente vai promover a alteração dos padrões de metilação, dando origem à expressão de 
diferentes fenótipos. A alteração dos padrões de metilação consiste num mecanismo de adaptação 
do genoma que surge em resposta a um stress ambiental fixo ou temporário (Martin e Fry, 2018). 
Desta forma, as alterações induzidas no epigenoma são memorizadas, sendo, inclusive transmitidas 
às gerações seguintes (memória transgeracional) (Triantaphyllopoulos et al., 2016). 
Existem diversos fatores que atuam como um stress ambiental e que, consequentemente, 
influenciam os níveis de metilação. Entre eles destaca-se a exposição a químicos/poluentes, o 
estado nutricional e o estilo de vida (Martin e Fry, 2018).  
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Os gémeos monozigóticos (MZ) constituem um sistema ideal para o avanço da investigação 
epigenética no que diz respeito à influência dos fatores ambientais nas marcas epigenéticas de 
longa duração no fenótipo, visto que partilham a mesma informação genética. Num estudo 
desenvolvido por Fraga et al. (2005) revelou-se que os padrões epigenéticos de gémeos MZ 
divergem com o avanço da idade, isto é, os gémeos mais jovens apresentam quantidades e padrões 
similares de ADN metilado, enquanto em gémeos com idade mais avançada estes valores 
alteraram-se significativamente. As diferenças surgem uma vez que, à medida que os gémeos MZ 
se tornam mais velhos, adquirem estilos de vida diferentes, passando menos tempo juntos. Assim, 
esta divergência causa um grande impacto no fenótipo, sendo a causa para a variação das 
caracteristicas antropomórficas e as diferencas na suscetibilidade a doenças (Fraga et al., 2005). 
Um outro fator a considerar como influenciador das alterações epigenéticas é a nutrição. O défice 
de algumas vitaminas na alimentação, como por exemplo a vitamina B foi referenciado por induzir 
modificações nos padrões de metilação. Isto ocorre uma vez que, na ausência de ingestão de certas 
vitaminas, o organismo não tem disponibilidade de S-adenosilmetionina (SAM), um co-fator 
enzimático responsável pela transferência de grupos metil para a sequência de ADN. Assim, para 
além de se verificar o bloqueio de algumas vias metabólicas, também a metilação das citosinas fica 
comprometida, havendo, por isso, uma alteração dos padrões de metilação (Rana, 2018; Tammen et 
al., 2013). 
No entanto, a influência da nutrição na epigenética não se verifica apenas na vida adulta, muito 
pelo contrário. A alimentação materna afeta epigeneticamente os fenótipos das gerações e pode 
aumentar a suscetibilidade a doenças. Por exemplo, o zinco tem um efeito anti-inflamatório na 
descendência, pois induz uma modificação epigenética no promotor de um gene (Martin e Fry, 
2018; Tammen et al., 2013). 
É importante considerar, ainda, os fatores de risco como o tabaco e a exposição a químicos e 
poluentes, uma vez que estes têm sido relacionados com a alteração dos padrões de metilação de 
ADN específicos originando fenótipos associados a mutações (Kader e Ghai, 2015; Keil e Lein, 
2016). 
Por fim, também os fatores psicossociais têm sido amplamente relacionados com a metilação de 
ADN, uma vez que estes mecanismos de ação influenciam o estado de metilação de promotores de 
genes responsáveis por doenças neurológicas, como o autismo e até episódios de depressão (Keil e 
Lein, 2016; Szyf, 2011). 
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3.1.3 Métodos para a análise da metilação 
Dado o vasto leque de aplicações da metilação do ADN, existem inúmeras técnicas para a sua 
determinação em amostras forenses e não forenses. No entanto, a decisão do método ideal no 
auxílio da resolução destas questões pode tornar-se numa tarefa extremamente complexa 
(Kurdyukov e Bullock, 2016; Rana, 2018). Desta forma, aquando da escolha da metodologia para a 
análise da metilação devem ser considerados 7 fatores-chave: 
 O objetivo do estudo (caso se pretenda analisar a metilação global do ADN ou de um gene 
específico); 
 A quantidade e qualidade das amostras de ADN; 
 A sensibilidade e especificidade exigida pelo estudo; 
 A robustez e simplicidade do método; 
 A disponibilidade de equipamentos especializados e reagentes; 
 A disponibilidade de software bioinformático para a análise e interpretação dos resultados; 
 Os custos associados ao estudo. 
Assim, para a análise da metilação do ADN, o primeiro e mais importante fator a ter em 
consideração é o objetivo do estudo, isto é, se a análise dos níveis de metilação que se pretende 
efetuar é direcionada para o genoma completo, para regiões diferencialmente metiladas ou para 
genes específicos (genes candidatos) (Shen e Waterland, 2007). Na Figura 16 encontram-se 
descritos alguns dos múltiplos métodos disponíveis para cada tipo de estudo da metilação de ADN. 
 
Figura 16: Representação esquemática das várias técnicas de análise da metilação do ADN. Adaptado de 
Kurdyukov e Bullock (2016). HPLC-UV – High-Performance liquid chromatography; ELISA – Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay; RFLP – Restriction Fragment Length Polymorphism;  AFLP – Amplified Fragment Length 
Polymorphism; LUMA – Luminometric Methylation Assay; MS-PCR – Methylation-specific PCR; HRM – High 
Resolution Melting. 
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A análise da variação dos níveis de metilação global permite a identificação e caracterização de 
diversos eventos que interferem com a maquinaria de metilação do ADN, como, por exemplo, o 
tratamento das células com químicos, alterações celulares e mudanças epigenéticas que contribuem 
para o desenvolvimento de tumores. Concretamente, nas ciências forenses, a quantificação dos 
níveis globais de 5-mC no genoma constitui uma potencial ferramenta quer na determinação da 
idade biológica como, futuramente, na determinação do tempo decorrido desde a morte. 
Contudo, o estudo da metilação não recai apenas no genoma completo, podendo analisar-se o 
estado de metilação em locais específicos, sejam regiões diferencialmente metiladas (DMRs) ou 
genes candidatos. Esta abordagem é bastante importante, dadas as consequências da metilação das 
ilhas CpG na expressão génica.  
Nos tópicos seguintes encontram-se descritos alguns dos métodos que permitem a análise da 
metilação de ADN nos diferentes níveis. 
 
3.1.3.1 Ensaios ELISA 
Os métodos baseados em ensaios ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) permitem estimar 
a percentagem de metilação do ADN no genoma completo. A sua simplicidade e rapidez são as 
características mais notórias destes métodos, tendo sido desenvolvidos diversos kits comerciais 
baseados neste princípio (“EpigenWeb: Global DNA Methylation,” 2015; Kurdyukov e Bullock, 
2016). 
Estes ensaios baseiam-se na interação anticorpo-antigénio, sendo, neste caso, o grupo metil, 
presente no ADN metilado, o antigénio ao qual se vão ligar os anticorpos. Assim, as 5-mC são 
detetadas por etapas sequenciais de incubação com um anticorpo primário (anticorpo de captura), 
seguido de um anticorpo secundário (anticorpo de deteção) que possui uma enzima acoplada. Este 
anticorpo, uma vez ligado ao anticorpo primário, irá despoletar o desenvolvimento de cor, 
permitindo, assim, a quantificação colorimétrica. A intensidade da cor obtida é medida através da 
leitura das absorvâncias num leitor de placas (Figura 17). 
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Figura 17: Representação esquemática dos métodos para a análise da metilação baseados em ensaios ELISA. (A) O 
grupo metil presente nas citosinas metiladas funciona como antigénio. (B) O anticorpo primário ou de captura liga-se ao 
grupo metil do ADN metilado. (C) Seguidamente é adicionado um anticorpo secundário ou de deteção que possui uma 
enzima acoplada. Havendo ligação entre ambos os anticorpos, a enzima cliva o substrato, despoletando o 
desenvolvimento de cor. 
 
Após a leitura das absorvâncias, é possível quantificar a fração de ADN metilado presente em cada 
amostra, uma vez que a intensidade da cor desenvolvida é proporcional à quantidade de ADN 
metilado. 
 
3.1.3.2 Métodos baseados na conversão do ADN por bissulfito 
Inicialmente, o estudo dos padrões de metilação de um gene ou de uma sequência específica 
baseava-se na utilização de enzimas de restrição sensíveis e insensíveis à metilação do ADN. 
Embora estas metodologias tivessem sido utilizadas durante muitos anos, acarretavam diversas 
desvantagens, tais como a digestão incompleta do ADN, a necessidade de uma elevada quantidade 
de amostra e limitações ao nível dos locais de clivagem das enzimas (Jorda e Peinado, 2010).  
Por forma a combater os problemas associados à digestão com enzimas de restrição, surge a 
possibilidade de analisar o estado de metilação recorrendo a métodos baseados na técnica de PCR. 
No entanto, durante a amplificação por PCR, a ADN Polimerase remove as marcas da metilação, 
fazendo com que estas não sejam replicadas durante a reação (Wojdacz, Dobrovic, e Hansen, 
2008). Assim, surge uma técnica que permite preservar o estado de metilação, transferindo-o para a 
sequência de bases do ADN – a conversão com bissulfito de sódio (Zhang et al., 2015). 
A conversão do ADN por bissulfito de sódio é o método de eleição para a análise da metilação do 
ADN, facilitando tanto a identificação como a quantificação desta marca epigenética numa elevada 
resolução (Patterson et al., 2011). O seu princípio baseia-se na reação diferencial das citosinas 
metiladas e não metiladas com o bissulfito de modo a que, após o tratamento, apenas as citosinas 
não metiladas são convertidas numa outra base – o uracilo (Olkhov-Mitsel e Bapat, 2012). 
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O procedimento para a conversão do ADN é constituído por 3 etapas: depois da desnaturação da 
cadeia dupla do ADN ocorre a sulfonação da citosina pela adição do bissulfito, seguindo-se a 
desaminação hidrolítica que origina um uracilo sulfonado. Após um tratamento alcalino, o grupo 
sulfonado é removido, dando origem a um uracilo (Figura 18). Este método converte apenas as 
citosinas não metiladas, uma vez que as 5-mC são refratárias à desaminação mediada por bissulfito 
(Darst et al., 2010). Durante a amplificação por PCR, o uracilo é amplificado como timina, 
enquanto as citosinas metiladas permanecem como citosina, o que permite a avaliação do estado de 
metilação consoante a presença de citosinas ou timinas (Patterson et al., 2011). 
 
 
Figura 18: Representação esquemática da conversão do ADN pelo método de bissulfito. Esta técnica inclui 4 etapas, 
sendo elas a desnaturação do ADN, conversão por bissulfito, amplificação por PCR e análise dos resultados. Na box, à 
direita encontram-se as reações químicas inerentes a este processo. Adaptado de Epigentek – DNA Bisulfite Conversion e 
Patterson et al. (2011). 
 
3.1.3.2.1 PCR (Polymerase Chain Reaction) 
Depois da descoberta da função do ADN, foram desenvolvidos diversos métodos para a sua 
deteção. No entanto, estes exigiam elevadas quantidades de amostra e tinham associada uma 
sensibilidade extremamente baixa. Assim, para contornar estas limitações ao nível da deteção e 
quantificação do ADN, em 1984, o químico americano Kary Mullis desenvolveu a técnica de 
reação em cadeia da polimerase (PCR) (Saiki et al., 1988). 
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A PCR é, portanto, uma técnica de amplificação exponencial de uma região-alvo do ADN, 
tornando-a altamente específica. Esta baseia-se na capacidade da ADN Polimerase sintetizar uma 
nova cadeia de ADN, complementar à cadeia-molde e envolve três etapas: a desnaturação da dupla 
cadeia de ADN, o annealing dos primers (oligonucleótidos iniciadores) e, por fim, a extensão das 
cadeias (Figura 19). Inicialmente ocorre a quebra da cadeia dupla de ADN por desnaturação 
térmica (94°C <T <96°C). Posteriormente, a temperaturas baixas (50°C <T <60°C) dá-se a ligação 
do par de primers (forward e reverse) à sequência complementar, delimitando o fragmento de 
ADN específico. Esta ligação indica o ponto inicial e o final da nova cópia de ADN que irá ser 
sintetizada na fase seguinte. Por fim ocorre a extensão das cadeias a uma temperatura ótima (72°C 
<T <78°C) para a ação da ADN Polimerase. Esta enzima, juntamente com a adição de nucleótidos 
trifosfatados (dNTPs) é responsável pela síntese das cadeias complementares, na direção 5’-3’ 
(Joshi e Deshpande, 2010). 
 
Figura 19: Representação esquemática do princípio da PCR e suas etapas. Adaptado de Garibyan e Avashia (2013). 
Após cada ciclo da PCR obtêm-se duas novas cadeias de ADN que servem de molde para o ciclo 
seguinte. Assim, o resultado da amplificação é o aumento exponencial do número total de 
fragmentos específicos, cuja quantidade pode ser representada por 2n, sendo n o número de ciclos 
(Joshi e Deshpande, 2010). 
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A PCR é uma técnica altamente específica e sensível, por isso, o seu sucesso depende da definição 
dos parâmetros adequados para cada etapa, do número de ciclos de amplificação, bem como dos 
componentes da reação: amostra de ADN extraída e purificada, primer forward e reverse, enzima 
Taq Polimerase, os desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPs), MgCl2, KCl e, por fim, o tampão 
de reação (Joshi e Deshpande, 2010). 
No âmbito da análise da metilação nas ilhas CpG, a PCR é uma técnica extremamente utilizada, 
tendo sido desenvolvidas, inclusive, diversas variantes da mesma com o intuito de aumentar a sua 
resolução e sensibilidade. Como caso concreto destaca-se a PCR específica para metilação, 
designada por MSP (Methylation Specific PCR). A MSP é uma técnica pós-conversão do ADN por 
bissulfito que permite detetar e amplificar regiões de interesse que permanecem metiladas (Rana, 
2018). É baseada na utilização de primers específicos que hibridam com a versão metilada ou não 
metilada da sequência convertida por bissulfito. Apesar de ser uma técnica simples, rápida e com 
elevada sensibilidade, o desenho dos primers constitui uma etapa bastante crítica e complexa do 
procedimento (Herman et al., 1996). 
A PCR por si só pode também ser encarada como uma etapa prévia de algumas metodologias, 
como por exemplo, para posterior sequenciação ou pirosequenciação dos fragmentos obtidos após a 
amplificação. 
 
3.1.3.2.2 Sequenciação 
A técnica mais frequentemente aplicada para a deteção de ADN metilado é a sequenciação, uma 
vez que permite determinar o estado de metilação, qualitativa e quantitativamente, de cada citosina 
presente na sequência-alvo (Jorda e Peinado, 2010). Este método foi desenvolvido por Frommer et 
al. (1992) e tem como etapas prévias a conversão por bissulfito e a PCR para amplificar a região de 
interesse através da utilização de primers específicos. 
O grau de metilação dos produtos de PCR pode ser determinado diretamente por sequenciação ou 
através da clonagem em plasmídeos seguida da sequenciação dos clones (Kurdyukov e Bullock, 
2016). Posteriormente, os resultados obtidos são comparados com a sequência de ADN inicial, 
tendo especial atenção aos resíduos de citosina (Clark et al., 1994; Frommer et al., 1992). Esta é 
uma técnica que exige ferramentas poderosas de análise de dados, no entanto, é bastante robusta e 
sensível (Kurdyukov e Bullock, 2016). 
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3.1.3.2.3 Pirosequenciação 
Tal como o método anterior, também a pirosequenciação depende da conversão do ADN por 
bissulfito e da sua amplificação por PCR. A pirosequenciação é um método que deteta a 
luminescência (em quantidade proporcional à quantidade de ADN e ao número de nucleótidos) 
provocada pela libertação de pirofosfato (PPi) aquando da incorporação de nucleótidos na 
sequência complementar à sequência de ADN (Reed et al., 2010). Desta forma, a ADN Polimerase 
catalisa a incorporação dos dNTPs na cadeia complementar, sendo que esta reação é acompanhada 
pela libertação de PPi numa quantidade equimolar à quantidade de nucleótidos que vão sendo 
adicionados (Figura 20). Concomitantemente, na presença de adenosina fosfossulfato (APS), a 
ATP sulforilase utiliza o PPi libertado para produzir ATP. Por sua vez, o ATP origina a conversão 
de luciferina em oxiluciferina, pela ação da luciferase, o que vai gerar um sinal luminoso 
(Kurdyukov e Bullock, 2016; Shen e Waterland, 2007). 
A incorporação de uma citosina indica a presença de uma 5-mC, enquanto a incorporação de uma 
timina indica uma citosina originalmente não metilada (Reed et al., 2010). Assim, a intensidade da 
luz gerada é detetada pelo pirosequenciador e, uma vez que esta é proporcional à quantidade de 
ADN, torna-se possível o cálculo da percentagem de metilação. Através desta metodologia pode 
detetar-se diferenças nos padrões de metilação abaixo de 5%, o que faz dela uma ótima opção para 
a análise do estado de metilação. No entanto, a pirosequenciação requer equipamento e técnicos 
especializados, acarretando custos elevados (Kurdyukov e Bullock, 2016). 
 
Figura 20: Esquema representativo da análise de resultados da pirosequenciação. O sinal luminoso gerado pela atividade 
da luciferase é convertido num sinal que, posteriormente é utilizado para a análise da quantidade de citosina e timina 
presentes. A altura dos picos obtidos é proporcional ao número de alelos metilados em cada local CpG. 
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3.1.3.2.4 PCR em Tempo Real 
De forma a monitorizar a amplificação, surgiram métodos de PCR quantitativa, como é o exemplo 
da PCR em tempo real, que tem como objetivo o estabelecimento de uma relação entre a 
concentração de ADN alvo e a quantidade de produto gerado pela PCR. A PCR em tempo real, 
também designada por PCR quantitativa (q-PCR, Q-PCR, qrt-PCR) foi descrita pela primeira vez 
nos anos 90 por Russell Higuchi e seus colaboradores (Higuchi et al., 1993). Esta técnica é baseada 
na amplificação por PCR convencional, contudo fornece mais informação, uma vez que permite a 
deteção e quantificação de um produto de PCR em tempo real, durante a sua síntese. A deteção dos 
produtos de amplificação é efetuada através da emissão de fluorescência por parte de fluoróforos 
que são incorporados na reação. A quantidade de fluorescência emitida é diretamente proporcional 
à quantidade de produto amplificado (Pfaffl et al., 2009; Valasek e Repa, 2005). 
Os dois métodos mais usados para a deteção e quantificação incluem os corantes intercalares e as 
sondas de sequência específica, cujo sinal é suscetível de ser detetado pelo laser existente no 
termociclador, ao longo do processo. Para a avaliação dos padrões de metilação obtidos a partir dos 
resultados da amplificação por q-PCR, pode-se optar pela análise das curvas de melting dos 
fragmentos amplificados, sendo esta técnica designada por High-Resolution Melting (HRM) 
(Wojdacz e Dobrovic, 2007; Wojdacz et al., 2008; Zhang et al., 2015). 
 
3.1.3.2.5 Análise HRM (High-Resolution Melting Analysis) 
A análise das curvas de melting é uma das abordagens utilizadas para a análise dos resultados 
obtidos por PCR em tempo real. A dissociação da dupla cadeia de ADN é conhecida como 
desnaturação ou melting, podendo ser induzida tanto pelo aumento da temperatura como por 
métodos químicos. A quebra da ligação tripla de hidrogénio existente entre citosinas e guaninas 
requer mais energia do que a dissociação da ponte dupla de hidrogénio entre adeninas e timinas. 
Desta forma, as sequências ricas em conteúdo GC separam-se a temperaturas mais elevadas 
comparativamente a sequências com conteúdo predominante AT. A desnaturação de um fragmento 
de ADN consiste, portanto, nas sucessivas dissociações da cadeia e cuja temperatura de melting 
(Tm) difere consoante o conteúdo GC presente (Vossen et al., 2009; Worm et al., 2001). 
O perfil de melting de um amplicon pode ser determinado pelo aumento da temperatura na 
presença de corantes intercalares (por exemplo, SYBR ou Eva Green) que emitem fluorescência 
quando ligados a ADN de cadeia dupla. Inicialmente observam-se níveis elevados de fluorescência, 
uma vez que o corante saturou o fragmento. Com o aumento gradual da temperatura, as cadeias de 
ADN começam a desnaturar, libertando o corante, o que se traduz numa diminuição abrupta da 
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fluorescência. Assim, a temperatura de melting de um amplicon (Figura 21) é designada como a 
temperatura na qual 50% do ADN se apresenta em cadeia dupla e o restante em cadeia simples 
(Sun et al., 2016; Wojdacz e Dobrovic, 2007). 
 
Figura 21: Exemplo de uma curva de melting. Com o aumento da temperatura ocorre diminuição da fluorescência 
resultante da dissociação da cadeia dupla de ADN. 
 
A identificação de variações genéticas numa sequência de ADN é efetuada por High-Resolution 
Melting (HRM ou HRMA). Esta metodologia foi aplicada pela primeira vez, em 2001 por Worm et 
al.  em estudos de metilação de ADN e é baseada na análise das curvas de melting dos fragmentos 
amplificados obtidas após a q-PCR (Worm et al., 2001). 
A análise HRM é um método sensível e específico que permite detetar pequenas diferenças entre as 
temperaturas de melting dos amplicons (Kurdyukov e Bullock, 2016). Sendo uma abordagem 
simples e fácil de concretizar, tornou-se extremamente utilizada na análise do estado de metilação 
(Vidaki e Kayser, 2018). Por exemplo, Stewart et al. (2015) aplicaram-na para a distinção de 
gémeos monozigóticos. 
 
3.1.4 Aplicação da Metilação do ADN nas Ciências Forenses 
  
No âmbito da Biologia Forense, o ADN é o material biológico frequentemente utilizado na 
identificação pessoal. Para tal, a identificação de evidências num local de crime deve ser realizada 
de forma não destrutiva, preservando a amostra e o ADN para análises posteriores. Primeiramente 
são realizados testes presuntivos e confirmatórios nos fluidos biológicos mais comummente 
encontrados numa cena de crime, tais como sangue, sémen, saliva e fluido vaginal. No entanto, 
determinar a origem do material biológico constitui o maior desafio na perspetiva do perito forense. 
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Atualmente, num laboratório forense atribuir uma amostra de ADN ao seu dador é um método 
rápido e eficiente, levado a cabo através da amplificação de polimorfismos pela técnica de PCR. 
Contudo, quando a identificação fenotípica está relacionada com amostras que possuem a mesma 
sequência de ADN, não se consegue diferenciar, por exemplo, gémeos MZ nem mesmo de que tipo 
de fluido biológico se trata, uma vez que os polimorfismos de ADN, nomeadamente, os STRs são 
idênticos em todas as células do genoma. Assim, os avanços no estudo dos padrões de metilação do 
ADN têm permitido o desenvolvimento de diversas técnicas com potencial para a identificação 
deste tipo de amostras (Kader e Ghai, 2015; Vidaki et al., 2013). 
A característica dos padrões de metilação que permite diferenciar tecidos e até indivíduos 
geneticamente idênticos é a existência de regiões diferencialmente metiladas (DMRs, do inglês 
differentially methylated regions), isto é, padrões de metilação alterados no mesmo ADN genómico 
entre diferentes tecidos ou entre indivíduos. Assim, tendo por base o estudo e caracterização destas 
regiões é possível responder a diversas questões relacionadas com uma investigação criminal, entre 
elas, a verificação de amostras, determinação da idade e género, distinção de gémeos MZ, 
identificação de fluidos biológicos, informações de ancestralidade e a causa e circunstâncias da 
morte (Kader e Ghai, 2015; Rana, 2018). A análise do estado de metilação tem demonstrado 
elevada especificidade e sensibilidade, recorrendo a métodos de extração e purificação do ADN 
bastante eficientes e que não se revelam como sendo destrutivos. Uma outra característica destes 
métodos bastante importante numa perícia forense é a utilização de uma reduzida quantidade de 
amostra dada a disponibilidade limitada da mesma. 
 
3.1.4.1 Autenticação da veracidade de amostras de ADN 
Nas últimas décadas, acreditava-se que qualquer vestígio de ADN presente numa cena de crime 
seria de origem biológica. No entanto, Frumkin et al. (2010) demonstraram precisamente o 
contrário através da descoberta de uma possibilidade de fabricar ADN que simula amostras do tipo 
forense, como por exemplo, a síntese artificial de sangue, saliva e até pele. Tal descoberta revelou-
se extremamente preocupante, uma vez que as evidências referentes a material biológico têm 
bastante valor em tribunal, sendo, na maioria dos casos, a principal prova para condenar ou ilibar 
um suspeito (Kader e Ghai, 2015). 
Este ADN artificial é passível de ser sintetizado por diversas técnicas genético-moleculares, como a 
PCR ou até a clonagem em bactérias, sendo um procedimento simples e pouco dispendioso. Assim, 
as moléculas produzidas podem ser colocadas num local de crime com a intenção de serem 
confundidas com o material biológico (Rana, 2018).  
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De forma a evitar este tipo de ocorrências, desenvolveu-se um processo de autenticação de ADN 
que envolve a seleção de algumas regiões diferencialmente metiladas. Assim, o ADN artificial é 
consistentemente não metilado em todos os loci enquanto o ADN biológico tanto possui loci 
metilados como não metilados (Rana, 2018). Usando a metilação diferencial, os investigadores 
forenses podem extrapolar a credibilidade de vestígios de ADN nos locais do crime (Frumkin et al., 
2010). 
 
3.1.4.2 Discriminação de gémeos monozigóticos 
Os estudos da metilação de ADN em gémeos monozigóticos (MZ) permitiram identificar a relação 
entre a epigenética e a influência ambiental, uma vez que os padrões de metilação destes indivíduos 
vão divergindo ao longo do tempo, sendo a principal influência na suscetibilidade a doenças. Por 
outro lado, nos casos em que os gémeos crescem em ambientes próximos e partilham o mesmo 
estilo de vida (consumo de álcool, alimentação, hábitos tabágicos e exposição a poluentes), as 
variações nos níveis de metilação do ADN são mínimas, dificultando desta forma a sua distinção. 
Em contrapartida, nas Ciências Forenses, a discriminação dos gémeos MZ tem-se revelado um 
grande desafio, uma vez que, considerando que estes indivíduos possuem a mesma sequência de 
ADN genómico, a genotipagem utilizando os marcadores STR, prática comum para a análise de 
vestígios biológicos, neste caso, não os diferencia. Se for encontrada uma evidência biológica no 
local do crime, os investigadores forenses não conseguem identificar qual o indivíduo a que esta 
pertence. Assim, sabendo que o fenótipo dos gémeos MZ apresenta diferenças resultantes da 
alteração dos padrões de metilação, é de extrema importância definir marcadores que os permitam 
distinguir. 
Na tentativa de encontrar uma metodologia capaz de diferenciar gémeos geneticamente idênticos 
têm surgido, ao longo dos anos, diversos estudos. Stewart et al. (2015) analisaram as alterações nos 
perfis de metilação de dois marcadores (Alu-E2F3 e Alu-SP) em 5 pares de gémeos tendo 
verificado que ocorrem alterações significativas na metilação destes amplicons com o 
envelhecimento o que resulta na possibilidade de diferenciação destes indivíduos. Recentemente, 
Park et al., (2017) identificaram seis novos marcadores que têm esta mesma capacidade. No 
entanto, ainda há um longo caminho a percorrer no aperfeiçoamento destas metodologias, visto 
que, na prática, envolvem procedimentos extremamente sensíveis e demorados (Vidaki et al., 
2017). 
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3.1.4.3 Determinação da origem parental dos alelos 
As Ciências Forenses não englobam apenas a resolução de crimes, tendo também a seu cargo a 
determinação de relações de parentesco como os testes de paternidade. 
Normalmente, num teste de paternidade onde o material genético materno é conhecido, a 
paternidade é atribuída ao indivíduo que possui o gene obrigatório, o qual pode ser determinado a 
partir do genótipo do presumível filho. No entanto, o problema reside nos casos em que não se 
conhece o genótipo materno e o gene obrigatório não pode ser determinado. Assim, a determinação 
da origem parental dos alelos pode ser efetuada sem recurso à análise genealógica (Vidaki et al., 
2013). Cada indivíduo, no seu genoma possui dois alelos de cada gene autossómico, sendo um 
materno e outro paterno. Tanto os alelos maternos como os paternos são diferencialmente 
metilados e, por isso, é possível determinar a origem parental pela análise do seu estado de 
metilação (Nakayashiki et al., 2009). 
 
3.1.4.4 Determinação do género 
Apesar da aplicação dos níveis de metilação de ADN nas ciências forenses ser relativamente 
recente, esta já tinha sido reportada em 1993 por Emiko Naito e os seus colegas. Naito et al. (1993) 
utilizaram a análise dos perfis de metilação de uma região específica do cromossoma X designada 
por DXZ4. Esta região apresentou baixos níveis de metilação no cromossoma X inativo, 
contrariamente à hipermetilação no cromossoma X ativo. Desta forma, uma vez que os indivíduos 
do sexo masculino possuem apenas um cromossoma X no estado ativo não apresentam resultado 
para o cromossoma inativo presente em mulheres (Boks et al., 2009; Naito et al., 1993). 
 
3.1.4.5 Marcadores informativos de ancestralidade  
Atualmente, tanto os investigadores como a população em geral têm um grande interesse na 
utilização da informação genética como ferramenta para inferir a ancestralidade. Isto ocorre por 
diversas razões: genealógicas, antropológicas e, até, epidemiológicas (Royal et al., 2010). Na 
Medicina-Legal, o conhecimento das características informativas de ancestralidade também são 
bastante relevantes, quer para a identificação de cadáveres ou mesmo de indivíduos que não 
disponham de documentação válida. Assim, têm surgido diversos marcadores que permitem levar a 
cabo a classificação étnica da população, tendo como princípio, por exemplo, a análise dos padrões 
de metilação diferencial (Kader e Ghai, 2015; Royal et al., 2010). 
Desde o nascimento que existem diferenças nos padrões de metilação entre as diversas raças 
humanas. Estas diferenças desempenham um papel fundamental na transmissão de características 
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fenotípicas específicas para cada etnia, permitindo, desta forma, a caracterização dos indivíduos 
(Rana, 2018). Um estudo realizado por Elliott et al. (2014) revelou um padrão distinto de metilação 
no gene AHRR consoante a etnia da população, ou seja, indivíduos europeus possuem este locus 
hipometilado, enquanto nos Sul-Asiáticos é observada uma hipermetilação. Adkins et al. (2012) 
verificaram uma diferença de 13,7% nos padrões de CpG autossómicos entre indivíduos afro-
americanos e caucasiano-americanos. Recentemente, Fleckhaus et al. (2017) testaram a aptidão e 
robustez de um modelo de previsão de idade baseado na metilação em indivíduos com origens 
biogeográficas diferentes (Médio Oriente, Europa Central e África Ocidental). Com este estudo 
verificaram que o modelo de previsão de idade obtinha dados mais precisos quando aplicado em 
indivíduos do Médio Oriente. No caso dos indivíduos da Europa Central e África Ocidental, a 
idade prevista pelo modelo era mais discrepante da idade cronológica (Fleckhaus et al., 2017). 
Estas diferenças nos perfis de metilação do ADN constituem uma forte ferramenta judicial na 
defesa de casos forenses relacionados com disparidades raciais ou étnicas. 
 
3.1.4.6 Identificação de comportamentos agressivos e antissociais 
Desde cedo que se sabia que os instintos agressivos tinham, no geral, uma causa genética; no 
entanto, recentemente verificou-se que, de uma forma mais específica, estes comportamentos se 
devem à epigenética, tendo uma predisposição ambiental (Rana, 2018). 
Pensa-se que a metilação do ADN é um fator influenciador dos distúrbios comportamentais, uma 
vez que a alteração dos padrões de metilação do ADN cerebral leva à formação de memória, sendo 
transmitidos ao longo de várias gerações (Khulan et al., 2014). Estudos recentes demonstram que a 
exposição precoce ao stress, especialmente durante a gravidez, pode alterar a programação 
epigenética normal do cérebro, tendo consequências devastadoras na expressão génica e no 
comportamento. Assim, com base nos trabalhos desenvolvidos por Elliott et al. (2014), Khulan et 
al. (2014) e Masemola et al. (2015) é possível concluir que os comportamentos associados a vícios, 
como o alcoolismo, tabagismo e a toxicodependência induzem alterações epigenéticas específicas, 
capazes de serem associadas a determinados indivíduos num processo civil ou criminal. 
 
3.1.4.7 Estimativa da idade cronológica 
A determinação da idade das vítimas ou suspeitos é uma parte importantíssima na investigação de 
um crime e de interesse vital para os cientistas forenses. O método atualmente utilizado para esta 
estimativa baseia-se na avaliação da estrutura e composição dos ossos e dentes; porém, é uma 
abordagem um pouco vaga. Assim, surgiu a possibilidade de analisar a metilação de ADN obtido 
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dessas amostras para a previsão da idade cronológica dos indivíduos (Kader e Ghai, 2015; Rana, 
2018).  
A metilação do ADN encontra-se amplamente relacionada com o envelhecimento, visto que a 
quantidade global de ADN metilado diminui com o avançar da idade em tecidos humanos como 
consequência da progressiva perda de eficiência da DNMT1a, enquanto alguns loci associados a 
genes específicos tornam-se hipermetilados durante o envelhecimento (Park et al., 2016; Yi et al., 
2014). Desta forma, têm sido descobertas regiões genómicas onde os padrões de metilação são 
sensíveis ao envelhecimento, podendo revelar-se excelentes indicadores biológicos da idade com 
uma margem de erro de até 5 anos da idade cronológica (Yi et al., 2015). 
O estudo pioneiro nesta temática da estimativa da idade recorrendo à análise dos níveis de 
metilação foi elaborado por Bocklandt et al. (2011) e permitiu-lhes concluir que os padrões de 
metilação das regiões promotoras de três genes, EDARADD, TOM1L1 e NPTX2 variam 
linearmente com o aumento da idade entre indivíduos com 18 até 70 anos (EDARADD e NPTX2 
tornam-se hipometilados; TOM1L1 torna-se hipermetilado). Em estudos posteriores, foram 
identificados cinco genes (NPTX2, TRIM58, GRIA2, KCNQ1DN e BIRC4BP) que se tornam 
hipometilados com o envelhecimento e um gene, ELOVL2 que aumenta os seus níveis de 
metilação com o decorrer da idade (Garagnani et al., 2012; Koch e Wagner, 2011).  
É de salientar que os padrões de metilação no gene ELOVL2 são bastante estáveis, sendo, também, 
conservados até 70% numa amostra de sangue humano durante uma década, o que classifica o seu 
estudo como uma ferramenta bastante poderosa na previsão da idade num caso forense (Zbieć-
Piekarska et al., 2015). Para além da utilização de amostras de sangue, também foram 
desenvolvidos marcadores epigenéticos (cg06304190, cg06979108 e cg12837463) para a previsão 
da idade em amostras de sémen (Lee et al., 2015). 
Recentemente, têm surgido inúmeros estudos nesta temática. Por exemplo, Hong et al. (2017) 
identificaram 6 CpG associados à idade, em amostras de saliva. Estes marcadores permitiram a 
previsão da idade com um desvio médio de 3,2 anos. Também Hamano et al. (2016) 
desenvolveram um método baseado em MS-HRM (do inglês Methylation Sensitive High 
Resolution Melting Analysis) com base na análise dos genes ELOVL2 e FHL2. Esta metodologia 
foi testada em amostras vivas e post mortem de sangue, tendo permitido estimar a idade com um 
desvio aproximado de 7 anos. Mais tarde, Hamano et al., (2017) utilizaram a mesma abordagem 
metodológica para amostras de saliva em pontas de cigarro. Neste caso analisaram os promotores 
EDARADD e ELOVL2 tendo previsto a idade com um desvio médio absoluto de 6,25 anos nas 
amostras de saliva e 7,65 anos nas amostras das pontas de cigarro (Hamano et al., 2017) . 
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Em suma, ao longo dos últimos anos têm vindo a ser desenvolvidos diversos modelos matemáticos 
que visam uma estimativa precisa da idade cronológica. Uma vez que, até ao momento, não existe 
um modelo universal que possa ser utilizado em todo o tipo de amostras e independentemente das 
circunstâncias, quando se pretende fazer este tipo de estimativa, a escolha do modelo a utilizar deve 
ter em consideração o tipo de amostras e dados em causa (Smeers et al., 2018). 
 
3.1.4.8 Identificação de fluidos biológicos 
Em conjunto com a análise dos perfis de ADN, a informação referente à origem celular do material 
biológico pode ser benéfica na reconstituição dos acontecimentos que ocorreram na cena de um 
crime. Os fluidos biológicos comummente encontrados numa cena de crime são sangue, saliva, 
sémen, fluido vaginal, suor e células da epiderme. 
Hoje em dia, os testes químicos/microscópicos empregados na identificação de fluidos designam-se 
como testes presuntivos ou testes de orientação que possuem diversos graus de sensibilidade e 
especificidade. Por exemplo, a deteção de sangue baseia-se na atividade catalítica da peroxidase 
presente no grupo heme da hemoglobina e é levada a cabo com recurso a testes de 
quimioluminescência do Luminol (BlueStar®Forensic) ou da fenolftaleína (Kastle-Meyer). Por 
outro lado, os métodos forenses utilizados na deteção de saliva avaliam a atividade enzimática da 
amílase (α-amilase), tendo sido desenvolvidos kits comerciais como o Phadebas®; contudo, esta 
enzima não é restrita apenas à saliva, podendo ser encontrada em urina, levando a resultados 
inconclusivos (Madi et al., 2012). 
Uma vez que os testes presuntivos podem originar falsos positivos, após a sua aplicação é 
necessária a utilização de métodos mais específicos para a identificação dos fluidos encontrados na 
cena do crime. Estes métodos baseiam-se na análise dos ácidos nucleicos, nomeadamente do 
mARN já que cada tipo de tecido é constituído por células com um transcriptoma único. Por 
exemplo, Hanson e Ballantyne (2013) identificaram vários fluidos biológicos com recurso à 
deteção de seis mARN de genes: IL19 (fluido vaginal), IL1F7 (células da epiderme), ALAS2 
(sangue), MMP10 (sangue menstrual), HTN3 (saliva) e TGM4 (sémen). Contudo, apesar de esta 
identificação ter sido bem-sucedida, os ensaios baseados na análise de transcritos estão 
dependentes da estabilidade do ARN, uma vez que esta é uma molécula instável e de rápida 
degradação por ARNases. Desta forma, a identificação de fluidos biológicos pode ficar 
comprometida, daí a necessidade de se encontrar um outro método para este efeito, a análise do 
ADN metilado. 
Alguns perfis de metilação de ADN são altamente específicos de cada tecido, podendo, por isso, 
serem usados para discriminar a origem de uma amostra de ADN, seja ela de uma única fonte ou de 
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várias. Assim, isto implica que, caso se obtenha ADN a partir de uma mistura de vários fluidos 
biológicos, esta técnica seja capaz de os diferenciar em sémen, saliva ou qualquer outro fluido, 
consoante o padrão de metilação (Frumkin et al., 2011; Vidaki e Kayser, 2018). Neste sentido, nos 
últimos anos têm sido desenvolvidos diversos estudos, por exemplo Lee et al. (2012) 
desenvolveram uma metodologia para a identificação de material biológico com base nas DMRs de 
tecidos específicos (tDMRs). As regiões DACT1, USP49 e PRMT2 apresentaram perfis 
hipometilados para sémen, enquanto a região PFN3 apresentou o mesmo padrão na identificação de 
fluido vaginal (Lee et al., 2012). Por sua vez, Madi et al. (2012) estudaram a quantidade relativa de 
citosinas metiladas de vários locais CpG. De todos os loci analisados, o ZC3H12D revelou 
especificidade para sangue, FGF7 para sémen e BCAS4 para saliva (Madi et al., 2012). 
 
3.1.4.9 Determinação da causa e circunstâncias da morte 
Como referido na secção 1.1, cabe ao médico-legista a realização da autópsia, exame em que um 
dos principais objetivos é a conclusão acerca da causa e circunstâncias da morte. Desta forma, 
todas as áreas científicas, como a biologia molecular, bioquímica e até a genética cruzam 
conhecimentos para a desmistificação das alterações fisiopatológicas envolvidas na morte. Uma 
vez que se verificam alterações nos níveis de metilação do ADN em doenças, pensou-se que seria 
interessante estudar o estado do ADN metilado para a averiguação da causa da morte (Vidaki et al., 
2013). 
Neste sentido, têm vindo a ser desenvolvidos estudos onde se verificou, por exemplo, que a 
exposição de indivíduos a elevadas concentrações de chumbo provoca uma hipermetilação da 
região promotora do gene P16. Assim, tratando-se de uma morte por envenenamento com este 
composto é possível, através da quantificação dos níveis de metilação de ADN, comprovar este 
estado patológico. Adicionalmente, também algumas doenças cardíacas causam alterações nos 
perfis de metilação de genes específicos (por exemplo, Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Bmal1, Tim e 
Ck1e). A presença de padrões de metilação aberrantes nestes genes sugere, portanto, a existência de 
alguma doença cardíaca que, quiçá, possa ter sido a causa da morte do indivíduo (Nakatome et al., 
2011). 
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4. Peixe-zebra 
 
O peixe-zebra, Danio rerio, foi descrito pela primeira vez por Hamilton-Buchanan em 1822 e 
pertence à família Cyprinidae, ordem Cypriniforme. Este peixe é nativo do Sul da Ásia tendo uma 
distribuição que abrange diferentes regiões da Índia, Bangladesh, Nepal, Mianmar e Paquistão 
(Figura 22) (Lawrence, 2007; Scholz et al., 2008; Spence et al., 2008). 
 
 
Figura 22: Distribuição de Danio rerio no mapa (assinalada como • ). Adaptado de Spence et al., (2008). 
 
O peixe-zebra é um peixe tropical de água doce, de tamanho reduzido (máximo de 5 centímetros), 
sendo a sua esperança média de vida entre 3 a 5 anos. Esta espécie é caracterizada pela presença de 
riscas pretas azuladas dispersas longitudinalmente desde o opérculo até à barbatana caudal. As 
fêmeas têm um corpo arredondado, barbatana caudal amarelada e o abdómen saliente, devido ao 
desenvolvimento de óvulos. Por outro lado, os machos possuem o corpo mais esguio e têm a 
barbatana caudal transparente (Figura 23) (Gómez-Laplaza e Gerlai, 2010; Spence et al., 2008). 
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Figura 23: Diferença entre peixe-zebra macho e fêmea. Adaptado de Spence et al., (2008). 
 
Estes indivíduos atingem a maturidade sexual por volta dos 3 a 6 meses de vida e têm fertilização 
externa, sendo que, a cada desova, cada fêmea é capaz de produzir centenas de ovos que, 
posteriormente são fecundados pelo esperma libertado na água. Uma característica interessante 
desta espécie é o poder de camuflagem, ou seja, estes peixes adaptam a sua pigmentação ao 
ambiente no qual estão inseridos (Scholz et al., 2008; Spence et al., 2008). 
Os peixes-zebra são animais euritérmicos, visto adaptarem-se com facilidade a diferentes 
temperaturas. Normalmente, a temperatura considerada ideal para a manutenção destes indivíduos 
é de 28,5⁰C, podendo variar entre os 24⁰C e os 30⁰C. Contudo, a exposição prolongada a 
temperaturas inferiores causa a morte aos peixes-zebra, devido à sua incapacidade de se adaptarem 
rapidamente (Wilson et al., 2009). 
 
4.1 Peixe-zebra como organismo-modelo 
Nas últimas décadas, o peixe-zebra tem sido bastante utilizado como organismo-modelo para 
diversos estudos na área da biologia do desenvolvimento, genética, neurobiologia e toxicologia 
(Martins et al., 2016). A sua ampla utilização deve-se a características únicas desta espécie que o 
torna um modelo extremamente vantajoso. Primeiramente são indivíduos de pequeno porte, o que 
permite o acondicionamento de vários organismos em laboratório, com uma fácil manutenção e de 
baixo custo, contrariamente ao que acontece com outros animais-modelo de maiores dimensões, 
nomeadamente o murganho. No entanto, o trabalho prático com estes peixes torna indispensável a 
instalação de um biotério com características específicas e parâmetros controlados. 
Além das características vantajosas acima mencionadas, esta espécie apresenta, também, uma 
elevada taxa de reprodução. As fêmeas podem desovar a cada 2-3 dias e uma única desova pode 
conter centenas de ovos. Para além da obtenção de uma descendência numerosa, tanto a fertilização 
como o desenvolvimento são externos e os embriões são transparentes, o que permite a 
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monitorização constante dos órgãos e do desenvolvimento de linhagens mutantes/transgénicas 
(Chao et al., 2010; Krone et al., 2003; Spence et al., 2008). 
O rápido desenvolvimento do peixe-zebra constitui outra vantagem deste organismo-modelo que 
permite a observação do desenvolvimento em poucas horas ou dias. A sua embriogénese tem a 
duração de cerca de 24 horas e a organogénese completa-se após cerca de 5 dias de 
desenvolvimento. Após o alcance da maturidade sexual (3 a 6 meses depois), os indivíduos adultos 
mantêm o tamanho corporal constante até ao fim da vida (Kimmel et al., 1995; Pyati et al., 2007). 
Por fim, o peixe-zebra apresenta a vantagem de ser um vertebrado com uma base de dados 
genómica própria (ZFIN.org) e cujo genoma se encontra sequenciado desde 2001 pelo Wellcome 
Trust Sanger Institute. A sua sequenciação veio comprovar que este organismo partilha inúmeras 
características estruturais e fisiológicas com os seres humanos, existindo entre eles uma homologia 
de cerca de 60 a 80% (De Esch et al., 2012; Howe et al., 2013; Sivasubbu et al., 2013). 
A última versão do genoma de peixe-zebra (GRCz11), concluída em Maio de 2017 apresenta 
algumas atualizações das características genómicas. Tal como descrito na Tabela 4, existem cerca 
de 16 260 genes de peixe-zebra com ortólogos em humanos. Estes genes mostram padrões de 
expressão e funcionalidade bastante semelhantes. 
 
Tabela 4: Características genómicas relativas a Danio rerio e Homo sapiens, atualizadas em 2017. Fontes: ZFIN.org e 
NCBI, consultadas a 14.09.2018. 
Características genómicas Danio rerio Homo sapiens 
Tamanho do genoma (pb) 1 674 207 132 
 
3 609 003 417 
Nº de cromossomas 25 23 
Genes que codificam proteínas 26 206 
 
20 376 
Pseudogenes 218 14 692 
Nº de transcritos 53 734 
 
203 903 
Genes com ortólogos em Humanos 16 260 ______ 
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4.2 Introdução do peixe-zebra como modelo para a estimativa do intervalo post mortem 
Dadas as vantagens inequívocas do peixe-zebra como organismo-modelo e a homologia existente 
entre este e o Homem, nesta dissertação introduziu-se este organismo para a estimativa do intervalo 
post mortem através dos níveis de metilação. Para isso, seguiram-se duas abordagens diferentes: a 
quantificação da metilação global, bem como a análise dos níveis de metilação no promotor de um 
gene específico. A escolha do gene a analisar teve por base o estudo de Bocklandt et al. (2011). 
Nesta investigação, Bocklandt e os seus colaboradores relacionaram a região promotora de 3 genes, 
NPTX2, TOM1L1 e EDARADD, com o processo de envelhecimento humano, tendo verificado a 
existência de uma correlação entre os seus níveis de metilação e o aumento da idade biológica. 
Assim, nesta dissertação, dado que a amostragem seria composta por indivíduos com a mesma 
idade, de forma a reduzir os fatores influenciadores da estimativa do IPM, decidiu-se avaliar a 
variação dos níveis de metilação de um destes genes com o tempo decorrido desde a morte. 
Uma vez que se estava a utilizar um organismo-modelo para o estudo, foi necessário verificar a 
homologia da região promotora dos genes NPTX2, TOM1L1 e EDARADD com o genoma do 
peixe-zebra. Inicialmente, após uma pesquisa no National Center of Biotechnology Information 
(acrónimo de NCBI) percebeu-se que os genes NPTX2 e TOM1L1 humanos (ID:4885 e ID:10040, 
respetivamente) não possuíam ortólogos no peixe-zebra, tendo sido descartados de imediato. 
Relativamente ao gene EDARADD (ID: 128178), este possuía um ortólogo (ID: 566711) 
localizado no cromossoma 17. 
Confirmada a existência do ortólogo do gene EDARADD no peixe-zebra, procedeu-se à 
comparação das sequências da sua região promotora (NM_145861). Com recurso à ferramenta 
BLAST que permite a comparação de sequências, verificou-se que a região promotora do gene 
EDARADD humana tinha 93% de homologia com a mesma região encontrada no peixe-zebra. 
Assim, garantindo a similaridade das sequências, selecionou-se esta região como alvo para o estudo 
da variação dos níveis de metilação mediante o tempo decorrido desde a morte. 
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CAPÍTULO II - OBJETIVOS 
 
Nos últimos anos, têm surgido muitos métodos para a estimativa do intervalo post mortem, num 
contexto médico-legal, todavia, carecem de precisão, fidedignidade e obtenção de resultados 
imediatos. Sendo a metilação de ADN uma modificação química estável e bastante estudada, esta 
surge como um método com enorme potencial para a estimativa do IPM. 
Esta dissertação teve como objetivos principais: 1) a otimização de uma metodologia de estimativa 
do IPM com base na análise dos níveis de metilação global e dos padrões de metilação do promotor 
de gene EDARADD recorrendo a um método ELISA e à técnica de amplificação por q-PCR 
seguida de análise HRM, respetivamente; 2) a aplicação do peixe-zebra como modelo para a 
estimativa do intervalo post mortem; e 3) a avaliação da integridade do ADN genómico de peixe-
zebra após a morte. 
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CAPÍTULO III - MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Nesta dissertação, utilizaram-se 12 peixes-zebra saudáveis, provenientes de uma cultura 
estabelecida no Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro. Os indivíduos foram 
eutanasiados por indução de hipotermia e colocados a 4⁰C, durante 6 intervalos post mortem: 0h, 
1h, 4h, 24h, 48h e 72h. 
Numa primeira fase, foram utilizados três tipos de amostras de peixe-zebra para a comparação da 
eficiência de diferentes metodologias de extração de ADN. Assim, procedeu-se à extração de ADN 
da barbatana caudal, do exemplar completo e de metade do exemplar recorrendo a três 
metodologias diferentes: Chelex®100 (5%), HotSHOT (do inglês hot sodium hydroxide optimized 
with a Tris solution) modificado e CTAB (Brometo de Cetil Trimetil Amónio) modificado. Esta 
etapa prévia teve como objetivo a seleção do tipo de amostra e metodologia de extração de ADN 
mais eficazes para serem aplicadas na etapa seguinte, isto é, na extração de ADN de amostras post 
mortem de peixe-zebra. 
Após a otimização das técnicas de extração de ADN estar concluída, procedeu-se à análise da 
metilação do ADN extraído das amostras post mortem. No sentido de avaliar o efeito post mortem 
nos níveis de metilação, foram aplicadas duas abordagens diferentes. Primeiramente, avaliou-se o 
estado de metilação global das amostras post mortem, etapa que foi concretizada recorrendo a um 
kit comercial - MethylFlash DNA Methylation Kit (Epigentek). De seguida, procedeu-se à análise 
da metilação da região promotora do gene EDARADD recorrendo ao PCR em tempo real (q-PCR), 
seguido de análise HRM (High-Resolution Melting). Também foi efetuada uma eletroforese em gel 
de agarose (2%) para verificar a integridade post mortem do ADN extraído. 
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1. Manutenção do peixe-zebra (Danio rerio) 
 
Neste estudo foram utilizados 12 peixes-zebra obtidos a partir de uma cultura estabelecida no 
Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro. No dia anterior à obtenção dos ovos foram 
colocados berlindes no fundo do aquário, para evitar a predação pelos peixes adultos. No dia do 
cruzamento entre os indivíduos, foi necessário criar as condições adequadas para que o 
acasalamento ocorresse, ou seja, o aquário foi retirado do sistema de recirculação de água para que 
não existisse fluxo. Seguidamente aguardou-se 30 a 45 minutos, tempo necessário para a 
ocorrência do acasalamento, desova e fertilização (Figura 24). 
 
Figura 24: Registo fotográfico da criação de condições necessárias para o acasalamento dos peixes-zebra, em biotério. 
Concluída a fertilização, os ovos foram recolhidos do fundo do aquário, enxaguados para a 
remoção de impurezas e, por fim, foram selecionados num estereomicroscópio (Stereoscopic Zoom 
Microscope-SMZ 1500, Nikon). Os ovos que não foram fertilizados, que continham irregularidades 
ou que se encontravam mortos foram descartados (Figura 25). Os restantes foram colocados em 
placas de Petri até à progressão do desenvolvimento embrionário (Figura 26). 
 
Figura 25: Registo fotográfico da seleção dos ovos obtidos. Assinalados encontram-se exemplos de (a) 
embrião morto e (b) ovo não fecundado, ambos descartados durante a seleção.  
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Figura 26: Registo fotográfico das larvas de peixe-zebra ao 5º dia do desenvolvimento. 
 
Ao 6º dia do desenvolvimento, as larvas de peixe-zebra foram transferidas para um aquário sem 
fluxo de água e começaram a ser alimentadas 3 vezes por dia com dieta artificial comercialmente 
disponível (GEMMA 75). Ao 9º dia, o aquário foi colocado no sistema de recirculação de água 
existente na Facility do Departamento de Biologia, com o fluxo de água gota-a-gota. 
Decorrido o tempo necessário para que o aquário atingisse o nível de água normal 
(aproximadamente 3 litros), alterou-se o fluxo de água para contínuo, permanecendo desta forma 
daqui em diante. A partir deste momento, a temperatura da água manteve-se controlada a 27⁰C com 
um fotoperíodo de 14:10 (horas de luz/escuro). A condutividade foi mantida a 800±50 μS, pH a 
7.5±0.5 e saturação de oxigénio dissolvido a 95% (Figura 27). 
 
Figura 27: Registo fotográfico do sistema de recirculação de água onde são mantidos os peixes-zebra. O sistema permite 
a filtragem e o arejamento contínuo da água para assegurar a sua qualidade. 
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Após 2 a 3 meses de vida e, de acordo com as necessidades nutricionais dos indivíduos, os peixes-
zebra foram alimentados 2 vezes por dia com uma dieta artificial diferente (GEMMA 150). 
Por fim, decorridos, aproximadamente, 6 meses, os indivíduos atingiram a maturidade sexual, 
sendo, por isso, adultos. Nesta fase, os peixes-zebra foram alimentados apenas uma vez por dia 
com dieta artificial comercial (GEMMA 500). 
 
2. Amostragem 
2.1. Características da Amostragem 
Como se encontra descrito no Capítulo 1 – secção 2 (“Estimativa do Intervalo post mortem”), um 
estudo que tenha como objetivo a estimativa do IPM deve ter uma amostragem com características 
semelhantes. Assim, cumprindo este requisito, neste estudo utilizou-se um organismo modelo – 
peixe-zebra – o que permitiu controlar a homogeneidade da amostragem. 
Desta forma, utilizaram-se peixes-zebra com o mesmo tamanho corporal, idade (8 meses), causa e 
circunstâncias da morte e condições ante mortem. Quanto ao sexo dos indivíduos, optou-se pela 
utilização de 12 indivíduos apenas do sexo masculino. Na Tabela 5 encontram-se discriminadas 
todas as características da amostragem selecionada. 
 
Tabela 5: Características da amostragem. Informação do número de indivíduos, assim como a sua idade, peso e 
tamanhos médios. 
 
Características dos indivíduos 
Nº indivíduos 12 
Idade 8 meses 
Sexo Machos 
Peso (mg) 274,17 ± 90,10 
Tamanho corporal (cm) 3,13 ± 0,26 
Causa e circunstância da morte Eutanasiados por indução de hipotermia 
Condições ante mortem Indivíduos mantidos em biotério 
 
2.2 Recolha das amostras 
 
O método selecionado para a eutanásia dos peixes-zebra foi a indução de hipotermia (Pozhitkov et 
al., 2016; Reed e Jennings, 2011). Para isso colocou-se um aquário num banho de gelo e aguardou-
se até que a temperatura da água atingisse entre 2⁰C e 4⁰C, conforme ilustrado na Figura 28. 
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Figura 28: Registo fotográfico do procedimento efetuado para a indução de hipotermia no peixe-zebra.  
 
Quando a temperatura da água atingiu os 2.9-3⁰C, colocaram-se os peixes e aguardou-se cerca de 5 
minutos para garantir que os indivíduos não demonstravam sinais vitais. Por fim, cada um dos 
indivíduos foi colocado numa caixa de Petri devidamente identificada e armazenada durante os 
intervalos post mortem em estudo. 
 
2.3. Condições de armazenamento da amostragem e intervalos post mortem estudados 
A definição das condições de armazenamento, bem como os intervalos post mortem a incluir no 
estudo, exigiram uma etapa prévia de otimização. Assim, analisou-se o processo de decomposição 
do peixe-zebra durante 4 condições de armazenamento, sendo elas: cadáveres armazenados a 4⁰C 
numa caixa de Petri com e sem água e, ainda, armazenados a 26⁰C com e sem água. 
Adicionalmente, para cada uma das condições, foram avaliados 11 intervalos post mortem: 0.5h, 
1h, 1.5h, 2h, 3h, 4h, 6h, 24h, 48h, 72h e 144h. Estes parâmetros foram selecionados com base nos 
estudos desenvolvidos por Bauer et al. (2003), Li et al. (2014), Nagy et al. (2015), Pozhitkov et al. 
(2016) e Yasojima et al. (2001).  
Os resultados obtidos neste teste prévio são detalhadamente descritos no Capítulo IV- secção 1. No 
entanto, foi com base nestes resultados que se selecionaram tanto as condições de armazenamento 
dos cadáveres como os intervalos post mortem a estudar. 
Desta forma, os parâmetros selecionados para o desenvolvimento deste estudo foram: quanto às 
condições de armazenamento, selecionou-se o armazenamento a 4⁰C; quanto aos intervalos post 
mortem, selecionaram-se seis: 0h (controlo), 1h, 4h, 24h, 48h e 72h. 
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A escolha do armazenamento a 4°C deveu-se ao fato de, a esta temperatura, a degradação do ADN 
ser mais lenta, permitindo, assim, uma melhor averiguação dos efeitos post mortem na metilação. 
Quanto aos intervalos post mortem, o IPM=0h foi utilizado como controlo, ou seja, permitiu 
verificar os níveis de metilação imediatamente após a morte. Relativamente ao IPM=1h e IPM=4h, 
a inserção destes intervalos de tempo reduzidos teve como finalidade a análise da variação inicial 
da metilação nas primeiras horas após a morte. 
A utilização do IPM=24h e IPM=48h teve como objetivo a observação da variação dos níveis de 
metilação nos primeiros dias após a morte (tempo em que, normalmente, são encontrados os 
cadáveres em investigações forenses). 
Por fim, o IPM=72h foi incluído no estudo com o intuito de se verificar a possibilidade de 
quantificar os níveis post mortem de metilação em intervalos de tempo mais longos, uma vez que é 
a partir deste tempo que a degradação dos ácidos nucleicos se torna mais significativa (Rhein et al., 
2015). No conjunto, os 6 intervalos post mortem selecionados permitiram fazer uma abordagem 
geral aos pontos fulcrais do tempo decorrido desde a morte. 
 
2.4. Procedimento experimental 
Uma vez estabelecidas todas as características e condições da amostragem, para se efetuar a 
experiência, os indivíduos foram divididos em 6 grupos: um grupo controlo (IPM=0h) e 5 grupos 
experimentais (IPM= 1h, 4h, 24h, 48h e 72h). No que respeita ao número de indivíduos, todos os 
grupos eram compostos por 2 elementos, perfazendo o total de 12 indivíduos (Figura 29). 
Após a divisão dos indivíduos nos grupos estabelecidos, estes foram colocados a 4⁰C até serem 
recolhidas as amostras.  
As amostras foram recolhidas seguindo o exemplo: no grupo IPM=0, a recolha foi efetuada logo 
após a morte; no IPM=4, a recolha foi efetuada 4 horas após a morte e assim sucessivamente para 
os restantes.  
Após a recolha de todas as amostras, estas foram homogeneizadas com azoto líquido (com o 
auxílio de almofariz e pilão) e, posteriormente, armazenadas a -20⁰C até à extração de ADN 
(Tabela 6). 
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Figura 29: Workflow do procedimento experimental até à extração do ADN genómico. 
 
Tabela 6: Intervalos post mortem em análise, com respetivos tempos de armazenamento e congelamento. 
 
Grupos 
Tempo de armazenamento 
(4⁰C) 
Tempo de congelamento 
(-20⁰C) 
CONTROLO (0h) 0h 4 dias 
1h 1h 4 dias 
4h 4h 4 dias 
24h 24h 6 dias 
48h 48h 5 dias 
72h 72h 4 dias 
. 
3. Extração de ADN genómico de peixe-zebra 
 
De modo a evitar a contaminação, durante a extração de ADN genómico foram cumpridas várias 
medidas preventivas, como a mudança constante de luvas, a utilização de bata e pipetas com pontas 
de bloqueio de aerossóis. Adicionalmente, todo o equipamento, bem como as bancadas de trabalho 
e câmaras de extração foram limpas com DNA AWAY
®
 e sujeitas a esterilização com luz 
ultravioleta, previamente a qualquer etapa do trabalho.  
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3.1. Amostras utilizadas para a extração de ADN 
Para uma melhor avaliação do procedimento a utilizar, testaram-se vários tipos de amostras de 
peixe-zebra. Portanto, utilizaram-se amostras do exemplar completo, de metade do exemplar e da 
barbatana caudal para cada um dos procedimentos. 
As amostras da barbatana caudal foram obtidas com o auxílio de um bisturi estéril, fazendo a 
incisão no ponto onde terminam as escamas do indivíduo (Figura 30A).  
Para a obtenção de amostras do exemplar completo, a incisão foi efetuada no ponto onde se inicia a 
barbatana peitoral, descartando a porção cefálica (i.e. a cabeça do indivíduo) (Figura 30B).  
Para a obtenção de amostras de metade do exemplar, a incisão foi efetuada no ponto mediano do 
indivíduo, separando, desta forma, a parte superior da inferior (Figura 30C). 
 
 
Figura 30: Esquema representativo das amostras utilizadas para a extração de ADN. (A) Amostra da barbatana caudal. 
(B) Amostra do exemplar completo. (C) Amostra de metade do exemplar. 
 
3.2 Homogeneização dos tecidos para a extração de ADN 
Previamente à extração de ADN procedeu-se à homogeneização dos tecidos recolhidos. Este 
procedimento foi efetuado para todas as amostras, exceto as da barbatana caudal, uma vez que, 
todas as suas características, incluindo o seu tamanho, não obrigam a nenhuma técnica de 
homogeneização prévia (Akimenko et al., 2003). 
Desta forma, nas restantes amostras, a homogeneização dos tecidos foi efetuada de duas formas:  
1) Homogeneização manual: os exemplares foram colocados num almofariz, separados em 
pequenos fragmentos com o auxílio de um bisturi e, por fim, foram macerados com um 
pilão. 
 
2) Homogeneização com azoto líquido: os exemplares foram colocados num almofariz ao 
qual foi adicionado azoto líquido e, por fim, a maceração foi efetuada com a ajuda de um 
pilão. 
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3.3 Protocolos de extração de ADN 
Foram testadas três técnicas de extração de ADN com o intuito de se verificar com qual delas se 
obtinha uma maior concentração de ADN e um elevado grau de pureza. 
 
 
3.3.1 Extração de ADN pelo método de Chelex® 100 
O método de Chelex®100 (5%) (Walsh et al., 2013) foi aplicado para os três tipos de amostras de 
peixe-zebra e com ambas as técnicas de homogeneização.  
Assim, adicionaram-se 1000 µL de água desionizada a cada amostra, seguido de incubação de 15-
30 minutos à temperatura ambiente. Após o período de incubação, as amostras foram centrifugadas 
a 14000rpm, durante 3 minutos. Seguidamente procedeu-se à remoção do sobrenadante: nas 
amostras da barbatana caudal e nas amostras de metade de um exemplar, removeram-se 975µL; nas 
amostras do exemplar completo, foram removidos 855µL de sobrenadante. A remoção de 
diferentes volumes de sobrenadante consoante a amostra em questão deve-se ao fato de, após esta 
etapa, ser necessário que os tecidos continuem submersos. 
A etapa seguinte foi a adição de Chelex®100 (5%), sendo que, para amostras da barbatana caudal e 
amostras de metade de um exemplar foram adicionados 175 µL e para as amostras do exemplar 
completo, adicionaram-se 1000 µL de Chelex®100 (5%). De seguida, as amostras foram incubadas 
a 56⁰C durante 15-30 minutos, agitadas vigorosamente no vórtex, e foram colocadas num banho de 
ebulição, durante 8 minutos. Terminada a incubação no banho de ebulição, as amostras foram, 
novamente, agitadas e centrifugadas a 14000rpm, durante 3 minutos.  
Por fim, as amostras foram armazenadas a -20⁰C. 
  
3.3.2 Extração de ADN pelo método de CTAB modificado 
Neste estudo, a metodologia de extração de CTAB, anteriormente descrita por Stefanova et al. 
(2013), foi adaptada para amostras de peixe-zebra, tendo sido necessário aplicar algumas 
modificações. 
Este protocolo de extração de ADN genómico foi aplicado para os 3 tipos de amostras: barbatana 
caudal, metade do exemplar e exemplar completo, sendo os volumes ajustados em cada uma das 
situações. Assim, para amostras do exemplar completo e de metade do exemplar, os volumes 
utilizados foram os descritos por Stefanova et al. (2013); por outro lado, para as amostras da 
barbatana caudal, utilizou-se, apenas, metade dos volumes referenciados, conforme apresentado na 
Tabela 7. 
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Tabela 7: Extração ADN pelo método de CTAB modificado: volumes utilizados consoante o tipo de amostra. 
 
Em amostras do exemplar completo, após a homogeneização, fez-se a pesagem (máximo de 
200mg) e colocou-se num tubo de reação de 2mL. De notar que as amostras da barbatana caudal, 
devido seu tamanho reduzido, não foram pesadas. De seguida, adicionou-se água desionizada, 
Tampão de Extração CTAB (um detergente iónico que atua na lise da membrana celular) e 
Proteínase K (20mg/mL) para a remoção das proteínas presentes. Após a adição destes reagentes, 
as amostras foram agitadas vigorosamente no vórtex e colocadas a incubar a 65⁰C, durante 60 
minutos. 
Terminado o período de incubação, adicionou-se RNase A (10mg/mL), agitou-se vigorosamente e 
incubou-se novamente a 65⁰C, durante 10 minutos. Esta etapa tem como principal objetivo a 
purificação do ADN. Após uma centrifugação a 16000g durante 10 minutos, transferiu-se o 
sobrenadante (1000µL em amostras do exemplar completo; 500µL em amostras da barbatana 
caudal) para um novo tubo de reação de 2mL. Seguidamente adicionou-se clorofórmio, agitou-se 
vigorosamente e colocou-se a centrifugar a 16000g durante 10 minutos, repetindo-se, novamente, 
esta sequência de eventos. 
Depois, o sobrenadante foi misturado com o dobro de volume de Tampão de Precipitação CTAB e 
incubado 60 minutos à temperatura ambiente. Terminada a incubação, seguiu-se uma etapa de 
centrifugação a 16000g durante 10 minutos, descartando-se, de seguida, o sobrenadante. O 
precipitado que se formou foi dissolvido em NaCl (1,2M) e extraído com igual volume de 
clorofórmio. Posteriormente centrifugaram-se as amostras a 16000g durante 10 minutos e recolheu-
se o sobrenadante para um novo tubo de reação de 2mL. Seguiu-se a adição de 0,6 partes de 
volume de Isopropanol 80% e incubação à temperatura ambiente, durante 10 minutos. Após uma 
nova centrifugação a 16000g durante 10 minutos, descartou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet 
com Etanol 70%. Centrifugaram-se as amostras a 16.000g, durante 10 minutos, descartou-se o 
AMOSTRAS 
Exemplar completo 
(Volumes utilizados por Stefanova et al. (2013)) 
Barbatana Caudal 
(Volume reduzido) 
Volumes utilizados na extração 
CTAB 
 
400 µL Água desionizada 200µL Água desionizada 
1000 µL Tampão Extração 500 µL Tampão Extração 
20 µL Proteínase K 10 µL Proteínase K 
20 µL RNase A 10 µL RNase A 
800 µL Clorofórmio 400 µL Clorofórmio 
700 µL NaCl 350 µL NaCl 
1000 µL Etanol 70% 500 µL Etanol 70% 
100 µL Água desionizada 50 µL Água desionizada 
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sobrenadante e, por fim, secou-se o pellet a 37⁰C durante 30-45 minutos. Quando se observou que o 
pellet estava seco, este foi dissolvido em água desionizada e as amostras foram armazenadas a -
20⁰C. 
 
 3.3.3 Extração de ADN pelo método de HotSHOT modificado 
O método de HotSHOT modificado foi aplicado seguindo o protocolo descrito por Meeker et al. 
(2007). 
Excisou-se a barbatana caudal com o auxílio de um bisturi estéril e transferiu-se para um tubo de 
reação de 1,5mL. De seguida, adicionaram-se 200µl da solução de NaOH (50mM) e as amostras 
foram incubadas a 95⁰C, durante 20 minutos (tempo necessário até se verificar que o tecido estava 
destruído). Seguidamente arrefeceram-se os tubos a 4⁰C, em banho-maria, e adicionaram-se 20 µL 
de 1M Tris (pH 8.0), de forma a neutralizar a base forte. 
Depois de se centrifugar as amostras a 14000rpm, durante 3 minutos, obteve-se um pellet com os 
detritos e, por isso, o sobrenadante (onde se encontrava o ADN dissolvido) foi transferido para um 
novo tubo de reação. As amostras foram, por fim, armazenadas a -20⁰C. 
 
4. Quantificação e Análise da pureza do ADN extraído 
Após a extração do ADN genómico e com o intuito de garantir a existência de material genético 
nas amostras, procedeu-se à quantificação e avaliação da pureza do ADN extraído. Para isso, 
utilizaram-se dois métodos de quantificação de ácidos nucleicos: a fluorimetria (Qubit
TM
) e 
espetrofotometria (Nanodrop
TM
 1000). No entanto, a avaliação da pureza do ADN pode ser 
avaliada, única e exclusivamente por espetrofotometria (Nanodrop
TM
 1000). 
 
4.1 Quantificação por Fluorimetria (Qubit
TM
) 
Para a quantificação das amostras por fluorimetria foi utilizado o fluorómetro Qubit
TM
 Fluorometer 
(Invitrogen) em conjunto com o kit Quant-iT
TM
 BR assay (Invitrogen).  
Primeiramente preparou-se a Solução de Trabalho Quant-iT
 TM
 (Invitrogen) através da adição de 
199µL de Tampão Quant-iT
TM
 (Invitrogen) a 1 µL de Reagente Quant-iT
TM
 (Invitrogen), por cada 
amostra a quantificar. De seguida, prepararam-se os Standards de Calibração (S1 e S2) 
adicionando 10 µL da solução Standard do kit a 190 µL de Solução de Trabalho, preparada 
previamente. Para a preparação das amostras a quantificar utilizou-se exatamente o mesmo 
procedimento, isto é, foi adicionado 10 µL de amostra a 190µL de Solução de Trabalho. 
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Seguidamente, os tubos contendo os standards e as amostras foram homogeneizados no vórtex 
durante 3 segundos e incubados 2 minutos à temperatura ambiente. Terminado o tempo de 
incubação, ligou-se o fluorómetro, selecionou-se a opção “dsDNA BR assay kit” e “Run New 
Calibration”. A seguir procedeu-se à calibração do aparelho, inserindo os standards S1 e S2. 
Por fim, inseriram-se as amostras, individualmente, para realizar a leitura fluorométrica. De notar 
que os valores registados no fluorómetro correspondem à concentração de ADN contido no tubo de 
reação (em 10µL), por isso, para obter a concentração da amostra, deve-se multiplicar o valor 
apresentado pelo fator de diluição (Volume Total/ 10µL). 
 
4.2 Quantificação e avaliação da pureza do ADN (Nanodrop
TM
 1000) 
Quanto à quantificação por espetrofotometria, esta foi realizada com recurso ao espetrofotómetro 
Nanodrop
TM
 1000 (Thermo Scientific). Este aparelho permite a medição da concentração de uma 
amostra com elevada precisão, sensibilidade e rapidez, uma vez que não se utilizam cuvetes. Uma 
outra vantagem inerente à utilização deste espetrofotómetro prende-se com o fato de serem 
necessários apenas 1-2µL para efetuar a medição. Permite, ainda, a quantificação de amostras 
altamente concentradas. 
Assim, pipeta-se 1 µL de amostra na extremidade de um cabo de fibra ótica (pedestal). 
Seguidamente coloca-se um segundo cabo em contacto com o anterior, fazendo com que o volume 
de amostra pipetado preencha o espaço existente entre os cabos, ou seja, gerando tensão superficial 
entre as duas fibras. 
De seguida, uma fonte de luz, neste caso, uma lâmpada de xénon pulsado, emite um flash que é 
captado pelo espetrofotómetro. Por fim, utiliza-se um sensor CCD linear que vai analisar a luz após 
esta atravessar a amostra. O aparelho é controlado por um software específico que faz o registo dos 
dados no computador. 
No entanto, antes da análise das amostras propriamente ditas, procede-se à calibração do 
espetrofotómetro. Esta calibração é efetuada com a solução na qual o ADN foi eluído na etapa de 
extração, ou seja, neste caso, a calibração do aparelho foi efetuada com água desionizada. Por fim, 
a leitura das amostras é efetuada de forma contínua, sendo somente necessária a limpeza das 
extremidades da fibra ótica. 
Com a utilização do espetrofotómetro, para além da medição da concentração do ADN presente nas 
amostras, também é possível avaliar a sua pureza. Este parâmetro é analisado com recurso à razão 
de absorvância 260/280 e à razão de absorvância 260/230. 
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A razão de absorvância 260/280 (A260/A280) permite verificar a contaminação por proteínas e outros 
contaminantes que absorvem a 280nm. Esta razão deve apresentar valores entre 1,8 e 1,9 para 
considerar que o ADN extraído tem elevada pureza (Nguyen e Michael, 2009; “ThermoScientific 
NanoDrop Spectrophotometers,” 2010). 
Por outro lado, a razão A260/A230 permite avaliar a presença de compostos utilizados na extração de 
ADN, como EDTA, fenol e hidrocloreto de guanidina. Esta razão de absorvância deve ter um valor 
mais elevado que o valor da A260/A280 (Psifidi et al., 2015; “ThermoScientific NanoDrop 
Spectrophotometers,” 2010). 
 
5. Quantificação do estado de metilação global das amostras com o kit MethylFlash
TM
 
Methylated DNA Quantification - Colorimetric (Epigentek) 
 
Para a análise do estado de metilação global das amostras post mortem de peixe-zebra foi utilizado 
um kit comercial da Epigentek denominado MethylFlash™ Methylated DNA Quantification - 
Colorimetric. Este kit permite quantificar o estado de metilação global, colorimetricamente, através 
da densidade ótica dos níveis de 5-metilcitosinas. 
O protocolo foi realizado seguindo o manual que acompanhava o kit (disponível no link 
https://www.epigentek.com/docs/P-1034.pdf). Desta forma, a primeira etapa foi a preparação dos 
controlos positivos para a metilação (ME4). Assim, preparou-se uma solução-mãe ME4 (10ng/μL) 
pela adição de 5μL ME4 a 5μL de tampão TE. Seguidamente foram preparadas 5 diluições dessa 
solução, conforme apresentado na Tabela 8. 
 
Tabela 8: Preparação dos controlos positivos pela adição de Tampão TE. 
Tubo Volume ME4 – solução mãe (10ng/μl) Volume Tampão TE Concentração final de ME4 
1 1μL 19μL 0,5ng/μL 
2 1μL 9μL 1ng/μL 
3 1μL 4μL 2ng/μL 
4 2,5μL 2,5μL 5ng/μL 
5 4μL 0 10ng/μL 
 
Após a obtenção de todos os controlos positivos para a metilação, seguiu-se uma etapa de 
preparação da placa (48 poços) contida no kit para que os seus poços tivessem afinidade para o 
ADN. Para isso, adicionou-se 80μL de Solução de Ligação (ME2- Binding Solution) a cada poço. 
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De seguida, adicionou-se 1μL de controlo negativo (ME3), 1μL de cada diluição do controlo 
positivo (ME4) e 1μL de amostra post mortem (ADN com concentração de 100ng/μL) aos poços 
correspondentes. A seguir, a placa foi coberta com papel de alumínio e colocada a 37°C, durante 90 
minutos. É de salientar que foi efetuada uma réplica para cada um dos controlos e 2 réplicas para 
cada uma das amostras, como se encontra esquematizado na Tabela 9. 
Tabela 9: Desenho esquemático da placa de 48 poços utilizada. Fez-se 1 réplica de cada controlo (positivo e negativo) e 
duas réplicas de cada amostra. 
 1 2 3 4 5 6 
A ME3 ME3 Amostra 1 IPM=0 Amostra 1 
IPM=1h 
Amostra 1 
IPM=4h 
Amostra 1 
IPM=24h 
B ME4 0,5ng ME4 0,5ng Amostra 1 IPM=0 Amostra 1 
IPM=1h 
Amostra 1 
IPM=4h 
Amostra 1 
IPM=24h 
C ME4 1,0ng ME4 1,0ng Amostra 1 IPM=0 Amostra 1 
IPM=1h 
Amostra 1 
IPM=4h 
Amostra 1 
IPM=24h 
D ME4 2,0ng ME4 2,0ng Amostra 2 IPM=0 Amostra 2 
IPM=1h 
Amostra 2 
IPM=4h 
Amostra 2 
IPM=24h 
E ME4 5,0ng ME4 5,0ng Amostra 2 IPM=0 Amostra 2 
IPM=1h 
Amostra 2 
IPM=4h 
Amostra 2 
IPM=24h 
F ME4 10,0 ng ME4 10,0 ng Amostra 2 IPM=0 Amostra 2 
IPM=1h 
Amostra 2 
IPM=4h 
Amostra 2 
IPM=24h 
G Amostra 1 
IPM=48h 
Amostra 1 
IPM=48h 
Amostra 1 
IPM=48h 
Amostra 2 
IPM=48h 
Amostra 2 
IPM=48h 
Amostra 2 
IPM=48h 
H Amostra 1 
IPM=72h 
Amostra 1 
IPM=72h 
Amostra 1 
IPM=72h 
Amostra 2 
IPM=72h 
Amostra 2 
IPM=72h 
Amostra 2 
IPM=72h 
 
Terminado o tempo de incubação da placa, descartou-se a solução e preparou-se o tampão de 
lavagem (ME1) adicionando 13mL de ME1 a 117mL de tampão TE. Seguidamente lavou-se a 
placa 3 vezes com 150μL de solução ME1 previamente preparada. 
Depois, seguiu-se a etapa de captura do ADN metilado. Para isso, diluiu-se o anticorpo de captura 
(ME5, 1000μg/mL) com solução de lavagem (diluição 1:1000) e adicionou-se 50μL a cada poço; 
cobriu-se a placa e incubou-se 60 minutos à temperatura ambiente. Findo esse tempo, descartou-se 
a solução e lavou-se a placa 3 vezes com 150μL de ME1. De seguida, diluiu-se o anticorpo de 
deteção (ME6, 400μg/mL) com solução de lavagem ME1 (diluição 1:2000) e adicionou-se 50μL a 
cada poço, seguido de incubação à temperatura ambiente durante 30 minutos. Após o período de 
incubação, descartou-se a solução da placa, lavando-a 4 vezes com 150μL de ME1. 
Seguidamente preparou-se a diluição da Solução Enhancer (ME7) com solução de lavagem ME1 
(diluição 1:5000) e adicionou-se 50μL a cada poço; depois, cobriu-se a placa e colocou-se a 
incubar à temperatura ambiente, durante 30 minutos. Posteriormente removeu-se a solução da 
placa, lavando-a 5 vezes com 150μL de ME1. 
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Por fim, realizou-se a última etapa do protocolo, a Deteção do Sinal. Desta forma, adicionou-se 
100μL da Solução Developer (ME8) a cada poço e incubou-se a placa, no escuro, até que se 
observasse o desenvolvimento de cor nos controlos positivos (aparecimento de cor azul). De 
seguida adicionou-se 100μL de Solução Stop (ME9) a cada poço de forma a parar a reação 
enzimática e agitou-se a placa até se observar a mudança de cor (de azul para amarelo). Finalmente, 
a placa foi colocada num leitor de placas (Biotek ELx800), medindo-se a absorvância a 450nm. 
 
6. Eletroforese em gel de agarose (2%) 
Sendo a estabilidade post mortem do ADN um dos objetivos a analisar no estudo, foi realizada uma 
eletroforese em gel de agarose (2%). Esta metodologia permitiu a avaliação da integridade das 
amostras post mortem do ADN extraído.  
Para a preparação do gel de agarose (a 2%), pesaram-se 2 g de Agarose (Lonza) às quais se 
adicionou 100 mL de TBE 1x (Lonza). A mistura foi aquecida no micro-ondas para a dissolução 
completa da agarose. Posteriormente foram adicionados 4 μL de GelRed (Biotium). A mistura 
obtida foi vertida numa moldeira nivelada, contendo um pente para a formação dos poços. Após a 
polimerização do gel de agarose, este foi colocado numa tina de eletroforese preenchida com TBE 
1x. As amostras de ADN a carregar nos poços foram preparadas pela adição de 5 μL de amostra a 1 
μL de 6x Orange DNA Loading Dye. Para determinar o tamanho do fragmento preparou-se o 
marcador molecular (Ladder) pela adição de 4 μL de água desionizada a 2 μL de Ready LadderTM 
50bp DNA Marker (Amresco).  
Os poços foram carregados com as amostras e o marcador molecular. Por fim, o gel foi colocado a 
correr com uma corrente de 130 V e 400 A, durante 35 minutos. Uma vez terminada a corrida, o 
gel foi observado no transiluminador, Gel Image System, Biodoc IT (UVP) e fotografado. 
 
7. Conversão do ADN pelo método de bissulfito 
Seguidamente à análise do estado de metilação global procedeu-se à análise da variação dos níveis 
de metilação do promotor do gene EDARADD. Para tal, foi necessário, primeiramente, converter o 
ADN pelo método de bissulfito. 
Assim, a conversão por bissulfito foi efetuada recorrendo a um kit comercial designado por EZ 
DNA Methylation-Gold
TM
 (Zymo Research). O protocolo do mesmo (disponível em 
http://www.zymoresearch.com/downloads/dl/file/id/57/d5005i.pdf) tem como principal vantagem 
uma conversão simples das citosinas não metiladas em uracilos. Este integra a desnaturação do 
ADN e a conversão por bissulfito num único passo, usando a temperatura de desnaturação em 
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substituição da desnaturação química com hidróxido de sódio. Por outro lado, o ADN é purificado 
e dessulfonado, simultaneamente, usando colunas de centrifugação (“spin columns”). Por fim e 
concluído o procedimento, o ADN convertido é eluído para as análises moleculares posteriores. 
Num tubo de reação, foram adicionados 130 μL do reagente de conversão CT a 20 μL da amostra 
de ADN. A solução preparada foi misturada por pipetagem seguida de centrifugação para que esta 
ficasse no fundo do tubo. De seguida, os tubos foram colocados no termobloco a 98 °C durante 10 
minutos, seguidos de 150 minutos a 64 °C. A uma coluna Zymo-Spin
TM
 IC (colocada num tubo de 
recolha) foram adicionados 600 μL de M-Binding Buffer. Após a amostra, previamente preparada, 
ter sido carregada na coluna, esta foi misturada por inversão e centrifugada a 14000 rpm, durante 
30 segundos, descartando-se o líquido presente no tubo. Seguidamente, adicionaram-se 100 μL de 
M-Wash Buffer à coluna e centrifugou-se a 14000 rpm, durante 30 segundos. A etapa que procedeu 
foi a dessulfonação da amostra pela adição de 200 μL de M-Desulphonation Buffer e incubação à 
temperatura ambiente, durante 20 minutos. Após a centrifugação da coluna a 14000 rpm, durante 
30 segundos, foram efetuadas duas lavagens consecutivas por adição de 200 μL de M-Wash Buffer 
e centrifugação a 14000 rpm por 30 segundos.  
Relativamente à eluição do ADN convertido, a coluna foi colocada num tubo de reação de 1,5 mL 
e adicionaram-se 10 μL de M-Elution Buffer na sua matriz. Depois de esta ter sido centrifugada 
durante 30 segundos a 14000 rpm, a amostra de ADN foi armazenada a – 20 °C. 
 
8. Amplificação do ADN convertido 
A amplificação do ADN por q-PCR foi efetuada para o promotor do gene EDARADD. Esta etapa 
foi realizada em Singleplex, recorrendo a um kit de amplificação, o Xpert Fast SYBR (uni) (Grisp). 
Este kit consiste na combinação de uma enzima altamente eficiente com uma tecnologia de baixa 
inibição. O corante intercalante SYBRGreen®
 
contido na Master Mix causa reduzida inibição da 
amplificação, permitindo assim uma elevada sensibilidade e especificidade, bem como a prevenção 
da formação de dímeros de primers. A plataforma de PCR usada foi o termociclador CFX96
TM
 
Real-Time PCR (Bio-Rad), sendo que os dados foram analisados pelo software Bio-Rad CFX 
Manager 3.0 (Bio-Rad).  
Para a amplificação do ADN, foi preparada uma solução Master Mix constituída pelos 
componentes e respetivos volumes descritos na Tabela 10, em função do número de amostras em 
estudo. Após a distribuição de 19 μL da Master Mix por cada poço da strip, foi adicionado 1 μL de 
ADN das amostras post mortem de peixe-zebra ou 1 μL de controlo negativo (NTC – do inglês “no 
template control), perfazendo um volume total de 20 μL. Os primers usados para a amplificação do 
marcador encontram-se descritos na Tabela 11. 
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Tabela 10: Constituintes e respetivos volumes necessários para a preparação da Master Mix do kit de amplificação Xpert 
Fast SYBR (uni) (Grisp). 
Componentes da Master Mix Volume (µl) por amostra 
Master Mix (2x) 10 
Primer Forward 1 
Primer Reverse 1 
Água desionizada 7 
ADN 1 
 
Tabela 11: Informações relativas aos primers do promotor do gene EDARADD: identificação, sequência, tamanho do 
fragmento obtido, temperatura de annealing e indicação da sua referência bibliográfica. 
 
Promotor do 
Gene alvo 
Primer Sequência 5’-3’ 
Tamanho do 
fragmento 
Temperatura de 
annealing (°C) 
Referência 
EDARADD 
Forward 
GGT AGA TTA AGA GGA 
AGT TTA TTT TTT TAT 
231 57 
Bocklandt et al., 
(2011) 
Reverse 
AAT ACC TCT CCC CAT CTA 
TTT AAT C 
 
Relativamente às condições de amplificação utilizadas, seguiram-se as recomendações descritas no 
protocolo do kit de amplificação que se apresentam na Tabela 12. 
 
Tabela 12: Condições de amplificação do ADN segundo o kit de amplificação Xpert Fast SYBR (uni) (Grisp). 
Etapas do ciclo Temperatura (°C) Tempo Número de ciclos 
Desnaturação inicial 95 3min 1 
Desnaturação 95 5seg 
40 Annealing (EDARADD) 57 30seg 
Extensão 72 30seg 
Curva de Melting / 
Dissociação 
65-95 
Aumentos de 0.5°C/ 5seg. 
Aquisição de resultados 
 
9. Análise HRM 
A análise HRM (High-Resolution Melting) é uma análise quantitativa das curvas de melting dos 
fragmentos de obtidos na amplificação por PCR. Os perfis das curvas de melting gerados permitem 
distinguir as amostras baseadas em diferenças na sequência de ADN possibilitando a análise da 
metilação. Esta análise foi realizada com o software Precision Melt Analysis
TM
 1.0 (Bio-Rad). 
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CAPÍTULO IV – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
1. Teste das condições de armazenamento e intervalos post mortem 
Como referido no Capítulo III - secção 2.3 (“Condições de armazenamento e intervalos post 
mortem”), houve a necessidade de se realizar um teste prévio acerca das condições de 
armazenamento e IPM com o intuito de avaliar as suas consequências no peixe-zebra. Contudo, 
é de salientar que foi com base nos resultados obtidos neste teste que se desenvolveu todo o 
restante estudo. 
No que respeita ao armazenamento dos cadáveres, este poderia ser feito à temperatura ambiente 
(aproximadamente 26⁰C) ou a 4⁰C.  
Quanto aos intervalos post mortem a incluir no estudo, sabia-se que a partir das 72h-96h post 
mortem, a degradação dos ácidos nucleicos é bastante significativa, dificultando a análise da 
metilação (Rhein et al., 2015). Por outro lado, num estudo efetuado por Sawaguchi et al. (2003) 
observou-se uma alteração dos níveis de metilação entre as 4h e as 8h post mortem, por isso, 
seria necessário incluir, também, intervalos post mortem reduzidos no estudo. 
Assim, testaram-se 4 condições de armazenamento, sendo elas: cadáveres armazenados a 4⁰C 
numa caixa de Petri com e sem água ou armazenados a 26⁰C com e sem água. De notar que o 
parâmetro “colocação de água na placa de Petri” prende-se com o fato de se tentar mimetizar o 
ambiente natural dos indivíduos. 
Para cada uma das condições, avaliaram-se 11 intervalos post mortem: 0.5h, 1h, 1.5h, 2h, 3h, 
4h, 6h, 24h, 48h, 72h e 144h. 
Analisando os resultados obtidos (descritos na Tabela 13) foi possível verificar que, no geral, a 
temperatura é um fator com uma forte influência na decomposição dos cadáveres de peixe-
zebra.  
Relativamente ao armazenamento a 26⁰C, observou-se que os cadáveres que permaneceram 
armazenados na ausência de água decompuseram-se rapidamente, após 4 horas da morte. Em 
relação ao armazenamento a 26⁰C, na presença de água, foi possível verificar que o processo de 
decomposição ocorre de forma mais lenta; no entanto, a água presente na caixa de Petri 
evaporou, devido à temperatura elevada, o que resultou na decomposição cadavérica após 48h 
(Figura 31). No geral, concluiu-se que esta condição de armazenamento não seria adequada para 
o estudo, devido à rapidez do processo de decomposição dos cadáveres de peixe-zebra. 
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Figura 31: Registo fotográfico do teste das condições de armazenamento dos cadáveres de peixe-zebra. 
Cadáveres armazenados a 26⁰C, sendo (A) referente ao IPM=48h, na presença de água e (B) relativo ao IPM=4h, 
na ausência de água. 
 
No que respeita ao armazenamento dos cadáveres a 4⁰C na presença de água, verificou-se que a 
taxa de decomposição é bastante lenta, não tendo sido registada até às 144h post mortem. Tal 
fato terá acontecido uma vez que as condições geradas proporcionaram não a destruição do 
cadáver, mas sim a sua conservação, isto é, observou-se um fenómeno post mortem 
conservativo - a saponificação – que, por sua vez, não permitiu que o cadáver se decompusesse. 
Em relação ao armazenamento a 4⁰C, na ausência de água, verificou-se que o processo de 
decomposição é mais rápido, comparando com o que acontece na presença de água, mas, 
bastante mais lento, quando comparado com o armazenamento a 26⁰C. Desta forma, o 
armazenamento dos cadáveres de peixe-zebra a uma temperatura de 4⁰C atrasa o processo de 
decomposição, tendo-se verificado esse fenómeno entre as 72h e as 144h post mortem (Figura 
32). 
 
Figura 32: Registo fotográfico do teste das condições de armazenamento dos cadáveres de peixe-zebra. 
Cadáveres armazenados a 4⁰C, sendo (A) referente ao IPM=144h, na presença de água e (B) relativo ao 
IPM=72h, na ausência de água. 
 
Em suma, analisando todas as condições testadas, foi possível concluir que a mais adequada 
para o estudo pretendido seria o armazenamento dos cadáveres a 4⁰C, na ausência de água. 
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Condições de 
armazenamento 
em estudo 
Intervalos post mortem (IPM) em estudo 
30 min. 1h 1:30h 2h 3h 4h 6h 24h 48h 72h 144h 
26°C, sem água 
Sem 
alterações 
Início do 
processo de 
decomposição 
(mumificação) 
Avanço ligeiro 
da 
decomposição; 
aparecimento 
de cheiro 
Decomposição 
a avançar 
rapidamente 
Decomposição 
quase 
concluída 
Decomposição concluída: indivíduo mumificado 
26°C com água Sem alterações 
Início do 
processo de 
decomposição 
Avanço ligeiro da decomposição 
Decomposição 
a avançar; a 
água começa a 
evaporar 
Evaporação de 
toda a água; 
Decomposição 
avança 
rapidamente 
Decomposição concluída: 
indivíduo mumificado 
4°C sem água Sem alterações 
Início do 
processo de 
decomposição 
(mumificação) 
Avanço ligeiro da decomposição 
Decomposição 
a avançar 
rapidamente 
Decomposição 
quase 
concluída 
Decomposição 
concluída: 
indivíduo 
mumificado 
4°C com água 
Sem alterações 
 
Início do 
processo de 
saponificação, 
uma vez que 
aparenta uma 
textura 
esponjosa) 
Avanço ligeiro da saponificação 
Tabela 13: Resultados do teste prévio de otimização: registo das alterações visíveis a cada intervalo post mortem e em cada condição de armazenamento. 
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2. Otimização de técnicas para a avaliação do ADN extraído das amostras de 
peixe-zebra 
 
A utilização de peixe-zebra como organismo modelo para a estimativa do intervalo post mortem é 
uma metodologia pioneira e que, por isso, exigiu algumas etapas prévias de otimização de técnicas 
para obter os resultados pretendidos. Sendo a extração de ADN uma etapa fulcral para o sucesso de 
qualquer trabalho, esta foi também a etapa que exigiu mais otimização. 
Uma vez que se utilizaram 3 tipos de amostras (barbatana caudal, exemplar completo e metade do 
exemplar), concomitantemente com várias técnicas de extração e homogeneização, encontra-se 
clarificado na Tabela 14, a designação das mesmas. 
Tabela 14: Designação das amostras relativas à otimização de técnicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nos tópicos seguintes, encontram-se descritos detalhadamente os resultados obtidos, bem como a 
discussão dos mesmos. 
 
2.1. Análise da concentração e pureza do ADN extraído de amostras da barbatana caudal 
Para as amostras da barbatana caudal do peixe-zebra (denominadas como Cx), o ADN foi extraído 
por Chelex®100 (5%), HotSHOT e CTAB. Os resultados obtidos relativamente à concentração e 
pureza do ADN extraído encontram-se discriminados na Tabela 15 e representados graficamente na 
Figura 33. 
Observou-se que, nas amostras extraídas pelo método de Chelex®100 (5%), as concentrações de 
ADN variaram entre 125,1 e 246,1 ng/µL e que os valores da razão A260/A280 se encontraram entre 
AMOSTRAS DESIGNAÇÃO DA AMOSTRA 
Barbatana Caudal CX 
Exemplar completo homogeneizado manualmente PX 
Exemplar completo homogeneizado com azoto líquido AX 
Metade do exemplar homogeneizado manualmente MX 
Metade do exemplar homogeneizado com azoto líquido NX 
Capítulo IV – Resultados e Discussão 
85 
 
1,51 e 1,58. Assim, verifica-se que as amostras da barbatana caudal extraídas por este método 
apresentam uma concentração de ADN razoável; contudo, com grau de pureza bastante reduzido. 
No que respeita ao método HotSHOT, as concentrações de ADN mantiveram-se entre os 77,2 e os 
326,8 ng/µL, havendo uma discrepância entre as 3 amostras. Quanto à pureza, também neste caso, 
se verificaram diferenças, uma vez que os valores rondaram entre 1,22 e 1,73; no entanto, nenhuma 
das amostras possuía a pureza ideal (entre 1,8 e 1,9). 
Quanto ao método de CTAB, neste tipo de amostras, não foi bem-sucedido, uma vez que se 
obtiveram amostras praticamente sem ADN (concentrações de 1,3 e 4,3 ng/µL) e uma amostra com 
uma concentração bastante reduzida (23ng/µL). Neste caso, o grau de pureza é variável, sendo que, 
nas amostras C2 e C3 ronda os 1,9 -2,0, podendo considerar-se ADN puro; por outro lado, o 
mesmo não se verificou na amostra C1, que apresenta um grau de pureza diminuto. Ainda assim, o 
método CTAB foi aquele com o qual se obtiveram graus de pureza mais elevados. 
Em todos os métodos de extração testados para amostras da barbatana caudal se verificou a 
presença de contaminantes utilizados na extração, isto atentando nos valores da razão A260/A230 
(Tabela 15). 
Tabela 15: Comparação da eficiência dos diferentes protocolos de extração de ADN em amostras da barbatana caudal 
(Cx). 
Designação 
da amostra 
Quantificação por espetrofotometria (NanodropTM 
1000) 
Quantificação por fluorimetria (QubitTM) 
Concentração ADN (ng/µL) A260/A280 A260/A230 
Concentração ADN 
(µg/mL) 
Concentração em 
10 µL (µg/mL) 
Extração ADN por Chelex® 
C1 196,8 1,58 0,65 0,878 17,6 
C2 125,1 1,52 0,60 0,117 2,35 
C3 246,1 1,51 0,69 0,298 5,96 
Extração ADN por HotSHOT 
C1 77,2 1,73 0,55 0,209 4,18 
C2 132,1 1,22 0,67 0,248 4,95 
C2 326,8 1,41 0,66 0,398 7,96 
Extração ADN por CTAB 
C1 1,3 1,37 4,41 0,0414 0,828 
C2 23 1,97 2,29 0,8 16 
C3 4,3 2,09 1,38 0,0554 1,11 
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Figura 33: Gráficos comparativos de: (A) rendimento das extrações de amostras da barbatana caudal pelos diferentes 
métodos; (B) pureza do ADN da barbatana caudal extraído pelos diferentes métodos (A260/A280); (C) pureza do ADN da 
barbatana caudal extraído pelos diferentes (A260/A230). 
 
De um modo geral, nenhum dos métodos de extração de ADN empregados nas amostras da 
barbatana caudal se revelou adequado para o presente estudo, uma vez que não se verificaram as 
duas condições necessárias para o restante procedimento: uma concentração de ADN elevada, bem 
como um grau de pureza com valores da razão A260/A280 compreendidos entre 1,8 e 1,9 e valores da 
razão A260/A230 entre 2,0 e 2,2. 
 
2.2. Análise da concentração e pureza do ADN extraído de amostras de metade do exemplar 
Para amostras de metade do exemplar, foram testados 2 métodos de extração bem como as 2 
técnicas de homogeneização. Tal como aconteceu com os outros tipos de amostra, o método de 
Chelex®100 (5%) foi aquele que permitiu uma maior concentração de ADN, tendo-se obtido 
concentrações entre 521,5 e 836 ng/µL. Relativamente ao grau de pureza, as amostras não 
possuíam os valores ideais, uma vez que os valores da razão A260/A280 rondaram 1,5 – 1,6 
(“ThermoScientific NanoDrop Spectrophotometers,” 2010). 
No que respeita ao método de CTAB, obteve-se menores concentrações de ADN extraído, havendo 
alguma irregularidade entre os valores: verificou-se que as amostras da porção superior do 
indivíduo possuíam mais ADN do que as da porção inferior, uma vez que é na zona superior do 
peixe-zebra que se localizam todos os órgãos. Por outro lado, as amostras possuíam elevado grau 
de pureza, fator visível em ambas as razões de absorvância. 
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2.2.1 Influência da técnica de homogeneização na concentração e pureza do ADN 
extraído de metade do exemplar 
Relativamente às amostras de metade do exemplar homogeneizadas manualmente (Mx) e extraídas 
pelo método de Chelex®100 (5%), verificou-se uma elevada concentração de ADN (578,8 e 521,5 
ng/µL, respetivamente). Quanto ao grau de pureza, os valores obtidos indicam que o ADN não é 
puro, como é possível verificar pelos valores da razão A260/A280 (1,43 e 1,46, respetivamente). 
No que respeita à extração de ADN por CTAB e homogeneização manual, a concentração de ADN 
obtida revelou-se discrepante, uma vez que na amostra M1 a concentração é de 171,6 ng/µL, 
enquanto na M2, a concentração é consideravelmente mais baixa (65,7 ng/µL). Quanto aos valores 
da razão A260/A280, ambas as amostras continham ADN puro, entre 1,89 e 1,91 (Tabela 16). 
Tabela 16: Comparação da eficiência dos protocolos de extração de ADN em amostras de metade do exemplar 
(identificação das amostras na Tabela 14, pág. 84). 
Designação 
da amostra 
Quantificação por espetrofotometria (NanodropTM 
1000) 
Quantificação por fluorimetria 
(QubitTM) 
Concentração ADN (ng/µL) A260/A280 A260/A230 
Concentração 
ADN (µg/mL) 
Concentração em 
10 µL (µg/mL) 
Extração ADN por Chelex® e Homogeneização manual 
M1 578,8 1,43 0,96 0,229 4,58 
M2 521,5 1,46 0,90 0,458 9,16 
Extração ADN por Chelex® e Homogeneização com azoto líquido 
N1 836,0 1,5 0,62 0,617 12,3 
N2 798,3 1,64 0,61 0,624 12,5 
Extração ADN por CTAB e Homogeneização manual 
M1 171,6 1,89 2,47 4,9 96 
M2 65,7 1,91 2,36 2,29 45,9 
Extração ADN por CTAB e Homogeneização com azoto líquido 
N1 193,9 1,88 2,21 4,3 86,1 
N2 86,6 1,9 2,44 2,54 50,7 
 
Em relação às amostras homogeneizadas com azoto líquido, os valores seguem os mesmos padrões 
dos anteriores, ou seja, utilizando o método de Chelex®100, obtêm-se elevadas concentrações de 
ADN; contudo, o grau de pureza é extremamente baixo.  
Considerando o método de CTAB, o ADN é puro, no entanto, as concentrações obtidas não são 
concordantes entre as amostras, uma vez que se obteve 193,9 ng/µL numa amostra e apenas 86,6 
ng/µL na outra amostra (Tabela 16). 
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Comparando as técnicas de homogeneização, verifica-se um maior rendimento da extração quando 
utilizado  azoto líquido, independentemente do método empregado. O mesmo não acontece quando 
se avalia o grau de pureza, uma vez que este é afetado pela técnica de homogeneização: quando a 
homogeneização é manual, o ADN contido nas amostras é impuro, enquanto que, com a utilização 
de azoto líquido, a pureza já é elevada (Figura 34). 
 
Figura 34: Gráficos comparativos de: (A) rendimento das extrações de amostras de metade do exemplar pelos diferentes 
métodos (Mx homogeneização manual e Nx homogeneização com azoto líquido); (B) pureza do ADN de metade do 
exemplar extraído pelos diferentes métodos (A260/A280); (C) pureza do ADN de metade do exemplar extraído pelos 
diferentes métodos (A260/A230). 
Apesar de, com o método de CTAB se ter obtido amostras de metade do exemplar puras, já no que 
respeita à concentração de ADN, obtiveram-se valores discrepantes e não muito elevados. Por isso, 
é possível concluir que a utilização de amostras de metade do exemplar não é a melhor 
metodologia a seguir para a análise dos efeitos post mortem nos níveis de metilação.  
 
2.3. Análise da concentração e pureza do ADN extraído de amostras do exemplar completo 
As amostras do exemplar completo foram extraídas por Chelex®100 (5%) e CTAB, e 
homogeneizadas manualmente e com azoto líquido. 
No geral, utilizando o método de Chelex®100 (5%), conseguiu-se amostras com maior 
concentração de ADN; contudo, o grau de pureza ficou muito aquém dos valores ideais. Esta 
impureza das amostras deve-se à presença de proteínas e tecido adiposo, ambos bastante 
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abundantes no peixe-zebra. Por outro lado, com o método de CTAB e independentemente do tipo 
de homogeneização, as amostras tinham um elevado grau de pureza. 
 
2.3.1 Influência da técnica de homogeneização na concentração e pureza do ADN 
extraído do exemplar completo 
No que diz respeito às amostras homogeneizadas manualmente (Px), observou-se uma elevada 
concentração de ADN quando utilizadas em conjunto com o método de Chelex
®
100 (concentração 
de ADN superior a 1000 ng/µL; no entanto, quanto ao grau de pureza, os valores da razão A260/A280 
revelaram-se extremamente baixos, o que indica a presença de contaminantes. Por outro lado, nas 
mesmas amostras, extraídas pelo método de CTAB verificou-se uma elevada pureza de ADN, 
como se pode verificar pelos valores de A260/A280 que rondaram 1,8 (Tabela 17). Já no que se refere 
à concentração de ADN, com o CTAB conseguiram-se valores bastante inferiores (64,7 e 73,2 
ng/µL). 
Tabela 17: Comparação da eficiência dos diferentes protocolos de extração de ADN em amostras do exemplar completo 
(identificação das amostras na Tabela 14, pág. 84). 
Designação 
da amostra 
Quantificação por espetrofotometria 
(NanodropTM 1000) 
Quantificação por fluorimetria (QubitTM) 
Concentração ADN 
(ng/µL) 
A260/A280 A260/A230 
Concentração ADN 
(µg/mL) 
Concentração em 10 
µL (µg/mL) 
Extração ADN por Chelex® e Homogeneização manual 
P1 1052,0 1,48 0,61 0,857 17,1 
P2 1223,9 1,60 0,91 1,5 30 
Extração ADN por Chelex® e Homogeneização com azoto líquido 
A1 594,8 1,3 0,38 0,626 12,5 
A2 1131,7 1,47 0,63 0,800 16 
A3 986,9 1,45 0,55 0,773 15,5 
Extração ADN por CTAB e Homogeneização manual 
P1 64,7 1,83 1,59 >10 ____ 
P2 73,2 1,84 1,79 >10 ____ 
Extração ADN por CTAB e Homogeneização com azoto líquido 
A1 189,2 1,92 2,35 8,2 160 
A2 345,3 1,89 2,49 >10 ___ 
A3 178,7 1,92 2,51 5,1 100 
 
Relativamente à homogeneização do exemplar completo com azoto líquido (Ax) aliado ao método 
de Chelex
®
100 (5%), obtiveram-se, novamente, amostras com concentrações de ADN bastante 
elevadas; contudo, estas possuíam muitas impurezas, atendendo aos valores registados na Tabela 
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17. Em contrapartida, a utilização do CTAB revelou-se bastante adequada, registando 
concentrações de ADN entre 178,7 e 345,3 ng/µL e valores de pureza considerados como ótimos, 
isto é, valores entre 1,8 e 1,9. Quanto à razão A260/A230, obtiveram-se valores dentro daquilo que é 
definido como ADN puro (valores entre 2,0 e 2,2). 
Comparando agora a utilização de diferentes técnicas de homogeneização, verifica-se que estas não 
influenciam o rendimento da extração por Chelex
®
100 (5%), pois, em ambos os casos, as 
concentrações de ADN obtidas são bastante elevadas. Em relação ao grau de pureza, não ocorre a 
mesma situação, isto é, os extratos são mais puros quando homogeneizados com azoto líquido. 
A influência da técnica de homogeneização é bastante evidente quando se refere à extração por 
CTAB, como se pode observar na figura 35. Desta forma, utilizando azoto líquido, conseguem-se 
amostras do exemplar completo mais puras e com maior concentração de ADN, por exemplo, 
enquanto com homogeneização manual se obtiveram concentrações de ADN a rondar 70 ng/µL, 
quando se homogeneiza os tecidos com azoto líquido, registam-se valores médios de 230 ng/µL. 
Também a pureza destas amostras é bastante superior quando a técnica utilizada é a 
homogeneização com azoto líquido, como se pode comprovar analisando ambos os valores da 
razão A260/A230. 
 
Figura 35: Gráficos comparativos de: (A) rendimento das extrações de amostras do exemplar completo extraído pelos 
diferentes métodos(Px homogeneização manual e Ax homogeneização com azoto líquido); (B) pureza do ADN do 
exemplar completo extraído pelos diferentes métodos (A260/A280); (C) pureza do ADN do exemplar completo extraído 
pelos diferentes métodos (A260/A230).  
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É possível concluir que a homogeneização dos tecidos com azoto líquido é vantajosa para a 
obtenção de ADN mais puro. 
No geral, verificou-se que a utilização de amostras do exemplar completo homogeneizadas com 
azoto líquido e extraídas pelo método de CTAB é o procedimento ideal para a avaliação dos efeitos 
post mortem nos níveis de metilação de peixe-zebra, sendo, por isso, a metodologia escolhida para 
o seguimento do estudo. 
 
 
3. Avaliação do efeito post mortem nos níveis de metilação 
Concluída a otimização das amostras, técnicas de homogeneização e extração de ADN foi possível 
decidir qual delas seria utilizada para a análise do efeito post mortem nos níveis de metilação global 
e da região promotora do gene EDARADD. Selecionaram-se 12 peixes-zebra do mesmo sexo (sexo 
masculino), porque, embora este seja um parâmetro que não influencia os níveis de metilação 
(Chatterjee et al., 2016) poderia, ainda assim, deturpar as conclusões do estudo. Para além da 
escolha do sexo dos indivíduos, todos eles foram pesados e o seu comprimento foi medido (dados 
registados na Tabela 5, pág. 66). 
De seguida, as amostras do exemplar completo foram recolhidas recorrendo à eutanásia por 
indução de hipotermia e divididas pelos 6 intervalos post mortem (0h, 1h, 4h, 24h, 48h e 72h).Uma 
vez que cada grupo era composto por 2 elementos, as amostras foram designadas por ipx e ipxa, 
sendo x o intervalo post mortem correspondente, conforme descrito na Tabela 18. 
Tabela 18: Designação das 12 amostras post mortem de peixe-zebra extraídas nos diferentes intervalos post mortem.  
AMOSTRAS DESIGNAÇÃO 
Amostras post mortem correspondentes ao IPM=0 horas 
ip0 
ip0 a 
Amostras post mortem correspondentes ao IPM=1 hora 
ip1 
ip1 a 
Amostras post mortem correspondentes ao IPM=4 horas 
ip4 
ip4 a 
Amostras post mortem correspondentes ao IPM=24 horas 
ip24 
ip24 a 
Amostras post mortem correspondentes ao IPM=48 horas 
ip48 
ip48 a 
Amostras post mortem correspondentes ao IPM=72 horas 
ip72 
ip72 a 
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Decorrido o IPM, as amostras foram homogeneizadas com azoto líquido e armazenadas a -20°C até 
à extração de ADN pelo método de CTAB modificado. 
Nos tópicos seguintes, são descritos detalhadamente os resultados referentes à análise do ADN 
extraído das amostras post mortem e os resultados relativos à avaliação do efeito post mortem nos 
níveis de metilação global e do promotor do gene EDARADD. 
 
3.1 Análise da concentração e pureza do ADN extraído das amostras post mortem de peixe-
zebra 
Primeiramente analisou-se a concentração e pureza do ADN extraído de todas as amostras post 
mortem de peixe-zebra. Conforme se encontra compilado na Tabela 19 e esquematizado na Figura 
36, a concentração de ADN das amostras variou entre 120 e 360 ng/µL, excetuando as amostras ip4 
e ip4a em que foram obtidas concentrações muitíssimo superiores às restantes (1312ng/µL e 
1170,2ng/µL, respetivamente). 
A nível de pureza, parâmetro avaliado através da razão A260/A280, todas as amostras apresentam 
valores similares e dentro dos limites estabelecidos (valores entre 1,8 e 1,9), tal como pode ser 
comprovado pela análise da Figura 37 (“ThermoScientific NanoDrop Spectrophotometers,” 2010). 
Quanto à razão A260/A230 as amostras possuem, também, valores idênticos, com uma média de 2,47. 
Conclui-se, portanto que todas as amostras são extremamente puras e, por isso, ideais para a 
avaliação do estado de metilação. 
Tabela 19: Análise do ADN extraído das amostras post mortem de peixe-zebra (identificação das amostras: Tabela 18). 
Designação 
da amostra 
Quantificação por espetrofotometria (NanodropTM 
1000) 
Quantificação por fluorimetria (QubitTM) 
Concentração ADN 
(ng/µL) 
A260/A280 A260/A230 
Concentração ADN 
(µg/mL) 
Concentração em 
10 µL (µg/mL) 
ip0 285,6 1,88 2,47 5,6 110 
ip0 a 311,7 1,87 2,50 5,2 100 
ip1 287,2 1,89 2,45 4,21 84,1 
ip1 a 122,8 1,83 2,49 7,3 150 
ip4 1312,6 1,91 2,49 >10 ____ 
ip4 a 1170,2 1,91 2,50 >10 ____ 
ip24 207,9 1,89 2,43 8,2 160 
ip24 a 260,4 1,90 2,53 >10 ____ 
ip48 358,9 1,89 2,49 >10 ____ 
ip48 a 140,2 1,95 2,36 7,1 140 
ip72 333,5 1,88 2,46 >10 ____ 
ip72 a 225,9 1,89 2,47 9,4 190 
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Figura 36: Gráfico comparativo do rendimento das extrações de ADN das amostras post mortem de peixe-zebra 
(identificação das amostras na Tabela 18). 
 
 
Figura 37: Gráfico comparativo da pureza do ADN obtida pela razão A260/A280 e A260/A230 (identificação das amostras 
na Tabela 18). 
 
3.2 Avaliação da integridade do ADN extraído das amostras post mortem 
A integridade do ADN extraído das amostras post mortem foi avaliada através do tamanho dos 
fragmentos e da proporção de arrastamento obtidos em gel de agarose (2%). Assim, como é 
possível visualizar na Figura 38, as amostras ip4 e ip4a revelaram uma maior fluorescência, o que 
vai de encontro aos valores apresentados na Tabela 19, onde se verifica que estas são as amostras 
com maior concentração de ADN. No entanto, as amostras ip0a e ip1a apresentam bandas ténues, 
de elevado peso molecular que se relacionam com uma baixa concentração de ADN. 
Quanto ao método de extração aplicado (CTAB modificado), este originou ADN de elevado peso 
molecular, com reduzido arrastamento em todas as amostras. Tal evidência permite comprovar a 
integridade e estabilidade post mortem do ADN, independentemente do tempo decorrido desde a 
morte. 
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Figura 38: Estado de fragmentação de ADN extraído das amostras post mortem: M (marcador molecular 50pb). A 
identificação das amostras está descrita na Tabela 18. 
 
 
3.3 Avaliação do estado de metilação global consoante o tempo decorrido desde a morte 
A análise da variação dos níveis de metilação global consoante o tempo decorrido desde a morte 
exigiu algumas etapas. Inicialmente definiu-se uma curva padrão com os controlos de metilação do 
ADN de concentrações conhecidas (0, 0.5, 1, 2, 5 e 10 ng/µL) e respetivas médias das densidades 
óticas, uma vez que cada controlo foi efetuado em duplicado (Tabela 20 e Figura 39). Com base 
nestes valores e recorrendo ao programa Microsoft Excel 2010, foi possível obter uma reta por 
regressão linear, cujo declive foi de 0,0372. Este valor foi crucial para a avaliação do estado de 
metilação global das amostras estudadas. 
 
Tabela 20: Dados obtidos para a realização da curva padrão da metilação global e respetivo declive da reta. 
 
Curva padrão de Metilação 
Tipo de controlo para a metilação Controlo Concentração (ng/µL) Média OD Declive 
Controlo negativo  1 0 0,086 
0,0372 
Controlos positivos  
2 0,5 0,143 
3 1 0,177 
4 2 0,209 
5 5 0,250 
6 10 0,276 
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Figura 39: Curva padrão da metilação global dos controlos e respetiva reta e equação obtida por regressão linear. 
 
Após o conhecimento do declive e dos valores de densidade ótica das amostras, calculou-se a 
concentração de metilação global das amostras post mortem, bem como a sua percentagem. A 
quantificação absoluta da metilação foi calculada com base em duas fórmulas distintas. Na figura 
40A encontra-se a fórmula para a determinação da concentração de ADN metilado (em ng) 
presente nas amostras. Através do valor obtido por esta equação, foi possível calcular a 
percentagem de citosinas metiladas pela equação da Figura 40B. 
 
Figura 40: Equações para a quantificação absoluta do ADN metilado. (A) Equação para a determinação da 
concentração de ADN metilado – 5-mC (ng), sendo ODAMOSTRA o valor de densidade ótica obtido em cada amostra; 
ODCONTROLO NEGATIVO o valor de densidade ótica do controlo negativo (concentração 0ng/µL); Declive é o valor obtido da 
equação de regressão linear; o valor 2 é um fator de normalização da 5-metilcitosina do controlo positivo (100%). (B) 
Cálculo para a determinação da percentagem de metilação da amostra, sendo [5-mC (ng)] o valor da concentração de 
ADN metilado obtido pela equação anterior e S a quantidade inicial de ADN, em ng. 
 
Relativamente à quantificação dos níveis globais de metilação, todas as amostras post mortem 
correspondentes aos 6 IPMs em estudo foram diluídas a uma concentração de 100ng/µL, e ainda 
foram analisadas em triplicado. Na Tabela 21 estão descritos os valores médios de densidade ótica 
bem como as respetivas concentrações médias de metilação global, em nanogramas (ng) e em 
percentagem (%). Na figura 41 encontram-se os valores médios das concentrações de metilação 
global representados graficamente. 
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Tabela 21: Dados obtidos relativamente ao estado de metilação global do ADN extraído das amostras post mortem de 
peixe-zebra. Os valores foram calculados tendo por base as fórmulas da figura 40. 
Níveis de metilação global 
IPM (h) Média OD Média de 5-mC (ng) Média de 5-mC (%) 
0 0,312 3,035 3,035 
1 0,338 3,389 3,389 
4 0,392 4,877 4,877 
24 0,449 4,118 4,118 
48 0,262 2,370 2,370 
72 0,519 5,813 5,813 
 
 
Figura 41: Gráfico representativo da variação da concentração de metilação do ADN consoante o tempo decorrido desde 
a morte (IPM). 
No geral, através da análise da Tabela 21 e figura 41, verifica-se que a quantidade de citosinas 
metiladas varia consoante o tempo decorrido desde a morte. Esta variação ocorre logo após 4h da 
morte, onde se regista um aumento dos níveis de metilação. De seguida, verifica-se que estes níveis 
diminuem até às 48h post mortem, atingindo um valor menor que o registado no controlo; por fim, 
há um aumento bastante significativo de 5-metilcitosinas às 72h post mortem, atingindo o seu valor 
máximo. 
Uma vez que a quantidade de 5-mC presente nas amostras post mortem de cada IPM foi calculada 
em triplicado, seguindo-se o cálculo dos respetivos valores médios, este procedimento poderia 
induzir em erro as conclusões retiradas do estudo. Assim, para evitar uma interpretação errónea dos 
resultados, na figura 42 encontra-se um gráfico de dispersão que tem por objetivo a visualização 
independente de cada quantidade de 5-mC analisada por cada intervalo post mortem. Esta 
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representação gráfica permite concluir que a maioria das amostras assenta na mesma quantidade de 
ADN metilado, salvo algumas exceções. 
 
Figura 42: Representação gráfica da quantidade de 5-mC obtida em cada uma das amostras e suas réplicas (n=2), ambas 
efetuadas para cada um dos intervalos post mortem. 
 
Desta forma e uma vez que aquilo que se pretendia era avaliar se a variação dos níveis de metilação 
consoante o IPM era significativa, foi necessária a elaboração de um teste estatístico que permitisse 
verificar isso mesmo. Assim, a análise estatística foi levada a cabo com recurso ao programa 
Microsoft Excel (2010), complementado pelo programa IBM SPSS (IBM Software Package for the 
Social Sciences). Os parâmetros estatísticos calculados, entre eles, a mediana e o erro-padrão 
encontram-se no Anexo 2.1. Quanto ao teste aplicado, selecionou-se o teste t de Student (nível de 
confiança de 95%), visto que este permite averiguar se a variação da quantidade média de 5-mC 
entre cada IPM é estatisticamente significativa. Os resultados estatísticos encontram-se 
detalhadamente descritos no Anexo 2.2. 
No que diz respeito às amostras controlo (0h), isto é, peixes-zebra com 8 meses que não foram 
submetidos a qualquer IPM, observa-se que os seus níveis de metilação rondaram os 3%. Este valor 
é concordante com os valores obtidos por Liu et al. (2016), uma vez que se mantiveram entre os 1,5 
e os 3%, dependendo da idade dos indivíduos adultos. No estudo de Fang et al. (2013), os níveis de 
metilação global obtidos são ligeiramente mais baixos (entre 1.5 e 2%), contudo, não se encontra 
referenciada a idade dos indivíduos. 
Relativamente à variação dos níveis de metilação entre as 0h e 1h após a morte, os níveis não 
sofrem alterações estatisticamente significativas, aumentando apenas 0,35% (Figura 41). Esta 
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afirmação pode ser comprovada uma vez que o p-value obtido pelo teste t de Student é de 0,320 
(p> 0,05) (Tabela A5 – Anexos). Comparando estes resultados com os obtidos por Rhein et al., 
2015, verifica-se que o aumento de 5-mC é concordante em amostras suínas de sangue, no entanto, 
no que respeita às amostras suínas de cérebro, os resultados são contraditórios. 
Quanto à variação da metilação registada entre 1h e as 4h post mortem, constata-se um aumento de 
1,49% (Figura 41). Assim, visto que o p-value é menor que 0,05 (p=0,007), é possível inferir que o 
aumento dos níveis de metilação é estatisticamente significativo (Tabela A6 – Anexos). Contudo, 
estes resultados não estão em concordância com aqueles que foram obtidos por Rhein et al., 2015 e 
Sawaguchi et al. (2003), uma vez que, no primeiro estudo, a quantidade de 5mC permaneceu 
constante e, no segundo, houve uma diminuição ligeira.  
Entre as 4h e as 24h após a morte, os resultados demonstram uma diminuição de 0,76% da 
metilação, tal como foi comprovado por Rhein et al. (2015) em amostras de tecido encefálico suíno 
(Figura 41). No entanto, recorrendo ao p-value obtido pelo teste t de Student, esta diminuição 
observada não é significativa (p> 0,05) (Tabela A7 – Anexos). 
Comparando, de seguida, a variação da quantidade de 5-mC entre as 24h e as 48h post mortem, os 
níveis de metilação diminuíram cerca de 1,75% (Figura 41). Sendo o valor mais baixo registado ao 
longo de todo o estudo, considera-se que esta oscilação é bastante significativa do ponto de vista 
estatístico (p <0,05) (Tabela A8 – Anexos). A diminuição dos níveis de metilação entre estes IPMs 
foi verificada, também, por Rhein et al. (2015) nas amostras suínas de sangue. Contudo, quanto às 
amostras encefálicas, os autores obtiveram precisamente o resultado contrário, isto é, um aumento 
dos níveis de metilação global. 
No que respeita ao intervalo compreendido entre as 48h e as 72h post mortem, período máximo no 
qual se analisou a variação dos níveis de metilação global, os resultados demonstram um aumento 
bastante acentuado da quantidade de citosinas metiladas, concretamente, um aumento de 3,45% 
(Figura 41). Assim, às 72h após a morte, os níveis de metilação atingem o seu ponto máximo, 
sendo este o mais elevado comparativamente com os restantes valores (p <0,05) (Tabela A9 – 
Anexos). No entanto, Rhein et al. (2015) observaram um resultado completamente inverso neste 
IPM: registaram uma diminuição acentuada nas amostras encefálicas e uma diminuição ligeira nas 
amostras sanguíneas. Ainda assim, visto que o intervalo de tempo estudado pelos autores foi 
bastante mais alargado (até às 120h post mortem), estes também verificaram um aumento bastante 
significativo no IPM máximo. 
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3.4 Avaliação do efeito post mortem nos níveis de metilação do promotor do gene EDARADD 
Para além da metilação global, também foi estudado o efeito post mortem nos níveis de metilação 
do promotor do EDARADD através de q-PCR e análise HRM. 
 
3.4.1 Análise da concentração e pureza do ADN extraídos das amostras post mortem 
(pós-modificação por bissulfito) 
A conversão das amostras post mortem de peixe-zebra foi necessária para preservar o estado de 
metilação previamente à reação de amplificação por PCR (Wojdacz et al., 2008). 
Posteriormente à modificação química realizada por bissulfito de sódio foram determinadas as 
concentrações de ADN de cada uma das amostras, no sentido de avaliar as perdas de ADN 
subjacentes a este tratamento. Os dados referentes aos valores de concentração e pureza do ADN 
convertido estão descritos na Tabela 22. 
Em relação à concentração de ADN convertido obtido observou-se uma diminuição da 
concentração em todas as amostras post mortem, em comparação com os valores obtidos após a 
extração (Figura 43). Tal fato pode ser explicado pela degradação do ADN durante a conversão, 
devido aos longos períodos de incubação, elevadas temperaturas e elevada molaridade do 
bissulfito. Deste modo, são introduzidas várias quebras na cadeia de ADN, o que resulta na sua 
fragmentação e que, consequentemente pode comprometer as análises subsequentes (Ehrich et al., 
2007). Por outro lado, a eluição do ADN convertido é efetuada com recurso a colunas, o que 
permite reter o ADN. 
As amostras com maior concentração de ADN convertido correspondem ao IPM=4h (ip4 e ip4a), 
sendo também aquelas onde a diminuição da concentração foi mais acentuada. Ainda assim, nas 
restantes amostras, a perda de ADN após a modificação por bissulfito não foi drástica, tendo-se 
obtido concentrações bastante razoáveis para as análises seguintes. Quanto à pureza do ADN 
convertido, os valores da razão A260/A280 aumentaram significativamente (de 1,8 para 2,3 em 
alguns casos), o que significa que as amostras têm um grau de pureza menor. Relativamente à razão 
A260/A230, também se verificou um aumento, contudo, não tão acentuado (de 2,47 para 2,63 no caso 
da amostra ip72a). Para se considerar ADN puro, a razão destas absorvâncias deve rondar 2,0- 2,2, 
sendo que valores acima dos referidos indicam a presença de sais nas amostras, tal como acontece 
nas amostras post mortem convertidas. 
É de extrema importância salientar, ainda, que o fato da conversão por bissulfito não ter originado 
grandes perdas de ADN pode estar relacionada com a pureza inicial das amostras de ADN que era 
bastante elevada. 
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Tabela 22: Análise do ADN extraído das amostras post mortem de peixe-zebra após a modificação por bissulfito 
(identificação das amostras na Tabela 18, pág. 91). 
Designação 
da amostra 
Quantificação por espetrofotometria 
(NanodropTM 1000) 
Quantificação por fluorimetria 
(QubitTM) 
Concentração 
ADN (ng/µl) 
A260/A280 A260/A230 
Concentração 
ADN (µg/ml) 
Concentração 
em 10 µL 
(µg/ml) ip0  220,9 2,22 2,62 
8,9 180 
ip0 a 
303,2 2,26 2,81 
5,1 94,2 
ip1  
200,7 2,25 2,78 
7,5 130 
ip1 a 
117,6 2,21 2,26 
5,9 100,4 
ip4  
583,1 2,32 2,92 
>10 ____ 
ip4 a  
560,5 2,29 2,81 
>10 ____ 
ip24  
196,8 2,20 2,72 
7,9 155 
ip24 a 
220,7 2,20 2,40 
9,1 170 
ip48  
136,9 2,09 2,13 
5,9 106 
ip48 a 
129,0 1,99 2,11 
5,6 98,3 
ip72  
229,6 2,30 2,83 
>10 _____ 
ip72 a 
195,3 2,20 2,63 
7,9 150 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43: Gráfico representativo dos rendimentos de ADN obtidos após a extração por CTAB modificado das amostras 
post mortem de peixe-zebra (identificação das amostras na Tabela 18, pág. 91) e conversão pelo kit comercial EZ DNA 
Methylation-GoldTM (Zymo Research). Os valores a negrito precedidos por (↓) representam a diminuição da concentração 
(ng/µL) entre ADN pré- e pós-conversão. 
 
Assim, é possível concluir que o rendimento de ADN obtido após a conversão está dependente da 
pureza e concentração inicial das amostras. No presente estudo, todos estes parâmetros foram tidos 
em consideração, o que se revelou crucial para o sucesso da metodologia. 
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3.4.2 Avaliação da viabilidade da amplificação e análise HRM 
A amplificação das amostras post mortem de ADN para o promotor do gene EDARADD, por q-
PCR gerou os resultados apresentados na Tabela e figuras seguintes, tendo-se verificado que a 
amplificação ocorreu em todas em amostras, sem exceções. 
Nas figuras 44, 45 e 46 observam-se as curvas de amplificação das respetivas amostras post 
mortem assinaladas a cores diferentes. Na Tabela 23 encontra-se descrito o número de ciclos no 
qual se iniciou a amplificação (Cq). 
 
Figura 44: Gráfico representativo das curvas de amplificação das amostras post mortem ip0, ip0a, ip1 e ip1a para o 
promotor do gene EDARADD. A cada cor corresponde uma amostra e a réplica correspondente: verde – ip0; amarelo – 
ip0a; laranja – ip1; azul – ip1a.  
 
Figura 45: Gráfico representativo das curvas de amplificação das amostras post mortem ip4, ip4a, ip24 e ip24a para o 
promotor do gene EDARADD. A cada cor corresponde uma amostra e a réplica correspondente: rosa – ip4; azul claro – 
ip4a; vermelho – ip24; verde – ip24a. 
Capítulo IV – Resultados e Discussão 
 
102 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46: Gráfico representativo das curvas de amplificação das amostras post mortem ip48, ip48a, ip72 e ip72a para o 
promotor do gene EDARADD. A cada cor corresponde uma amostra e a réplica correspondente: laranja – ip48; roxo – 
ip48a; amarelo – ip72; vermelho – ip72a. 
 
Para aumentar a fiabilidade dos resultados obtidos por q-PCR, todas as 12 amostras foram 
amplificadas com réplicas. Analisando as figuras 44, 45 e 46 conclui-se que as diferenças 
existentes entre as amostras e as respetivas réplicas são diminutas, garantindo, desta forma, a 
sensibilidade e credibilidade do método. 
Através da análise da Tabela 23 foi possível verificar a existência de valores de Cq diferentes, 
consoante o intervalo post mortem a que as amostras foram sujeitas. Assim, tendo em consideração 
que um menor valor Cq traduz-se, neste caso, numa maior quantidade de ADN metilado no 
promotor do EDARADD regista-se que as amostras com menor conteúdo de 5-mC correspondem 
ao IPM=72h (amostras ip72 e ip72a). Por outro lado, as amostras com maior quantidade de ADN 
metilado são ip24 e ip24a, seguindo-se as amostras ip0 e ip0a (Tabela 23). Na prática, isto indica 
uma variação não linear dos níveis de metilação ao longo do intervalo post mortem, ou seja, a 
quantidade de 5-mC diminui entre as 0h e as 4h post mortem, no entanto, às 24h após, os níveis de 
metilação do EDARADD atingiram valores superiores aos registados às 0h, o que poderá significar 
que, mesmo decorrido algum tempo desde a morte dos indivíduos, ainda há energia suficiente e 
maquinaria celular funcional para assegurar a metilação (Pozhitkov et al., 2016). A partir das 48h 
post mortem e até ao fim do IPM estudado, a metilação volta a diminuir. 
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Tabela 23: Dados correspondentes às curvas de amplificação das amostras post mortem e respetivas réplicas (assinaladas 
por ’ ) para o promotor do gene EDARADD com o fluoróforo SYBR Green® (identificação das amostras na Tabela 18, 
pág.91). 
 
As variações na quantidade de 5-mC ao longo do tempo decorrido desde a morte foram, também, 
encontradas aquando da análise dos níveis de metilação global. Comparando as duas metodologias 
 
Resultados da amplificação 
IPM (h) Amostra Cq 
0 
ip0 20,94 
ip0’ 21,01 
ip0a 20,50 
ip0a’ 20,12 
1 
ip1 21,09 
ip1’ 21,23 
ip1a 20,34 
ip1a’ 20,36 
- NTC_1 - 
4 
ip4 21,54 
ip4’ 21,44 
ip4a 21,48 
ip4a’ 20,88 
24 
ip24 19,44 
ip24’ 19,28 
ip24a 19,05 
ip24a’ 18,83 
- NTC_2 - 
48 
ip48 25,62 
ip48’ 25,68 
ip48a 24,65 
ip48a’ 24,41 
72 
ip72 24,10 
ip72’ 24,02 
ip72a 23,68 
ip72a’ 23,38 
- NTC_3 - 
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é imediatamente óbvia a discrepância nos resultados, uma vez que, no caso da metilação global há 
um aumento de 5-mC às 4h e 72h após a morte (Figura 41), enquanto na metilação do promotor 
génico, este incremento ocorre às 24h. No entanto, apesar das diferenças existentes, os resultados 
não se contradizem nem anulam, já que ao quantificar o total de 5-mC, isso pode traduzir o 
aumento da metilação nuns genes, mascarando, em proporção, a diminuição noutros genes. 
Para a caracterização das amostras por HRM, foram analisadas as diferenças nas curvas de melting 
dos fragmentos obtidos na PCR das 12 amostras post mortem e respetivas réplicas (Figura 47). 
Através da análise HRM, verifica-se que as amostras foram agrupadas em 7 clusters diferentes e, 
em alguns casos, de forma independente do IPM a que pertenciam. Por exemplo, as amostras ip0 e 
ip0a, mesmo pertencendo ao mesmo IPM (0h) foram agrupadas no cluster 1 e 2, respetivamente. 
Também as amostras ip1, ip24 e ip24a foram agrupadas no cluster 1, o que significa que não 
existem diferenças significativas nas curvas de melting que permitam distingui-las. É de salientar 
que a réplica da amostra ip24a foi agrupada num cluster diferente da amostra original, sendo este o 
único caso de variabilidade entre as réplicas. Por outro lado, verifica-se que as amostras 
correspondentes ao IPM=72h foram agrupadas no mesmo cluster, salientando a sua similaridade 
(Tabela 24). 
 
 
Figura 47: Gráfico representativo das curvas de melting das amostras post mortem. Vermelho – amostras ip0, ip1, ip24 e 
ip24a (apenas 1 réplica); Verde-escuro – amostras ip0a e ip4a; Azul – amostra ip48; Bege – amostra ip48a; Rosa claro – 
amostras ip1a e ip24a (apenas 1 réplica); Verde-claro – amostra ip4; Rosa escuro – amostras ip72 e ip72a.  
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Tabela 24: Dados correspondentes à análise HRM das amostras post mortem de peixe-zebra e respetivas réplicas, 
assinaladas por ’ (identificação das amostras na Tabela 18, pág. 91). 
 
Do ponto de vista da estimativa do tempo decorrido desde a morte, conclui-se que este tipo de 
abordagem é extremamente sensível, encontrando diferenças mesmo em amostras pertencentes ao 
mesmo IPM. Por outro lado, esta análise permitiu diferenciar todos os IPM em estudo, o que 
cumpre o objetivo inicial, exceto o IPM=24h, uma vez que, neste ponto se observou um aumento 
dos níveis de metilação. É de salientar, ainda, a importância desta análise para IPMs mais tardios, 
uma vez que, nestas situações, a sensibilidade da técnica já não encontra diferenças entre amostras 
pertencentes ao mesmo intervalo post mortem. 
 
Resultados da análise HRM 
IPM 
(h) 
Amostra Cluster 
Temperatura de 
melting (°C) 
Percentagem 
de confiança 
(%) 
0 
ip0 
1 
 
72,5 
97,9 
ip0’ 
ip0a 
2 
 
97,6 
ip0a’ 
1 
ip1 
1 
 72,5 
97,8 
ip1’ 72 
ip1a 
5 
 
72,5 98,0 
ip1a’ 
4 
ip4 
6 
 
72 
97,9 
ip4’ 
ip4a 
2 
 
97,5 
ip4a’ 72,5 
24 
ip24 
1 
 
72,5 98,9 ip24’ 
ip24a 
ip24a’ 5  72 98,0 
48 
ip48 
3 
 
72 
98,2 
ip48’ 
ip48a 
4 
 
97,8 
ip48a’ 
72 
ip72 
7 
 
73,5 97,7 
ip72’ 
ip72a 
73 98,7 
ip72a’ 
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CAPÍTULO V - CONCLUSÃO 
Em Ciências Forenses, uma estimativa precisa do tempo decorrido desde a morte – o intervalo post 
mortem (IPM) permite verificar as declarações das testemunhas, limitar o número de suspeitos e 
confirmar a veracidade dos seus alibis. Considerando que, nos casos de homicídio, as vítimas são 
encontradas, normalmente, nas primeiras 48h após a morte, é importante a determinação do IPM 
rapidamente e com especificidade e sensibilidade suficientes para distinguir intervalos dentro desse 
tempo. Todavia, apesar da sua importância, a estimativa do IPM é uma tarefa bastante complexa 
sendo influenciada tanto por fatores intrínsecos, como variações interindividuais como por fatores 
extrínsecos que incluem a causa e circunstâncias da morte, o local onde o corpo foi encontrado e, 
ainda, as condições ambientais observadas. 
Existem diversos métodos para a estimativa do IPM, incluindo métodos: fisiológicos, 
entomológicos, bioquímicos e microbiológicos. No entanto, nem todos fornecem dados coerentes e 
rigorosos que possam ser aplicados na prática. Assim, nos últimos anos, desenvolveram-se os 
métodos genético-moleculares, baseados na taxa de degradação dos ácidos nucleicos. Sendo esta 
metodologia bastante promissora, uma vez que avalia parâmetros que alteram com o tempo 
decorrido desde a morte, surge uma nova abordagem: a possibilidade de avaliar os níveis de 
metilação para estimar o IPM. 
Nesta dissertação, recorrendo ao peixe-zebra como organismo-modelo e após a otimização de todas 
as técnicas, foram analisados tanto o estado metilação global como os níveis de metilação no 
promotor do gene EDARADD. Relativamente às amostras controlo, isto é, peixe-zebra que não 
foram submetidos a qualquer intervalo post mortem, concluiu-se que os seus níveis de metilação 
estavam de acordo com a literatura. A quantificação do estado de metilação global permitiu 
constatar que o número de 5-mC varia consoante o tempo decorrido desde a morte, sendo 
registadas oscilações ao longo dos IPMs analisados. Estas variações não lineares encontram-se em 
concordância com a literatura existente para outros organismos-modelo e poderão ajudar na 
estimativa do IPM, uma vez que são características de cada um dos tempos post mortem.  
Em relação à metodologia utilizada, demonstrou-se a sua viabilidade para o objetivo do estudo, 
tendo sido obtidas amostras post mortem de peixe-zebra com pureza elevada e um baixo grau de 
degradação do ADN.  
A análise HRM permitiu agrupar as amostras em clusters diferentes, consoante o IPM a que 
pertenciam, salvo algumas exceções. Inicialmente, por ser uma abordagem extremamente sensível, 
esta técnica é capaz de fazer uma distinção entre amostras dentro do mesmo IPM. No entanto, 
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perante IPMs mais longos, a distinção ocorre, apenas, por intervalo post mortem, ou seja, as várias 
amostras do mesmo IPM são agrupadas sempre no mesmo cluster. 
Futuramente interessa testar a estimativa do IPM com base na metilação de ADN, tanto noutro 
organismo-modelo (em ratos, por exemplo) como em amostras humanas, tendo sempre em 
consideração a variabilidade existente. Será relevante, também, a inclusão de outros intervalos de 
tempo mais longos, bem como o armazenamento dos cadáveres à temperatura ambiente. Só o 
estudo aprofundado de todas as condições e variáveis é que terá um impacto significativo na 
aplicação destes métodos em casos práticos e na criação de uma fórmula robusta para esta 
estimativa.  
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CAPÍTULO VII – ANEXOS 
 
1. Preparação de Reagentes e Soluções 
 
 Tampão TE 1X (100mL) 
Adicionaram-se 1mL de Tris 1M (pH 8) e 0,2mL de EDTA 0,5M a 80mL de água desionizada. 
Ajustou-se o pH a 8.0 e perfez-se o volume de 100mL adicionando água desionizada, obtendo-
se, desta forma, uma solução TE 1X. A solução foi armazenada à temperatura ambiente. 
 
 Solução de NaOH 50mM (100mL) 
Pesaram-se 0,2g de NaOH 1M, adicionando-se, de seguida, 100mL de água desionizada. 
A solução foi armazenada à temperatura ambiente. 
 
 Tris 1M (100mL) 
Pesaram-se 12,114g de Tris 1M que foram adicionadas a 80mL de água desionizada, agitando-
se, vigorosamente, com o agitador magnético. De seguida, ajustou-se o pH a 8 através da adição 
de HCl. Perfez-se o volume de 100mL com a adição de água desionizada. 
A solução foi armazenada à temperatura ambiente. 
 
 Solução de Precipitação CTAB 
Pesaram-se 1g de CTAB e 0,5g de NaCl que foram dissolvidas em 100mL de água desionizada. 
Seguidamente, o pH foi ajustado a 8.0 com NaOH. Por fim, perfez-se o volume de 200mL 
adicionando água desionizada. 
A solução foi armazenada a 4⁰C. 
 
 Solução de NaCl 1,2M (100mL) 
Pesaram-se 7g de NaCl que foram dissolvidas em 100mL de água desionizada. Por fim, a 
solução foi armazenada à temperatura ambiente. 
 
 Solução de Isopropanol 80% 
Adicionou-se 80mL de Isopropanol 100% a 20mL de água desionizada. A solução foi 
armazenada a 4⁰C. 
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 Etanol 70% 
Adicionou-se 73mL de etanol 96% a 27mL de água desionizada. Por fim, a solução foi 
armazenada à temperatura ambiente. 
 
 Solução de Chelex®100 (5%) 
Adicionou-se 5g de Chelex®100 a 1mL de SDS 20%. De seguida, acrescentou-se 1mL de 1M 
Tris (pH 8.0) e 100µL de 0.5M EDTA (pH 8.0). Uma vez que o Chelex é uma resina insolúvel 
em água, a solução foi mantida no agitador magnético para garantir a homogeneidade. 
Por fim, ajustou-se o volume com 95mL de água desionizada e armazenou-se a solução à 
temperatura ambiente. 
 
2. Análise Estatística dos Resultados 
Conforme referido no Capítulo IV – Resultados e Discussão (secção 3.3), uma vez que a 
medição dos níveis de metilação global recorrendo ao kit “MethylFlash Methylatd DNA 
Quantification (Colorimetric) ” foi efetuada em triplicado para as 12 amostras post mortem, 
tornou-se imprescindível a aplicação de ferramentas estatísticas que permitissem averiguar se as 
diferenças existentes entre as médias da quantidade de citosinas metiladas e o IPM possuíam 
significância.  
Assim, com o intuito de dar robustez aos resultados obtidos, foram realizadas duas abordagens 
estatísticas: o cálculo de parâmetros relacionados com a Estatística Descritiva e a aplicação do 
Teste t de Student. Ambas foram levadas a cabo recorrendo ao programa Microsoft Excel 
(2010), complementado pelo programa IBM SPSS (IBM Software Package for the Social 
Sciences) e os seus resultados encontram-se detalhados nos tópicos seguintes. 
 
2.1 Parâmetros de Estatística Descritiva 
A aplicação da estatística descritiva neste estudo teve como objetivo a descrição e sumarização 
dos dados obtidos em cada intervalo post mortem. Assim, foram calculadas tanto as medidas de 
tendência central (média, moda e mediana) como as medidas de dispersão (desvio-padrão, 
variância, valor máximo e mínimo e curtose), encontrando-se, todas elas, definidas 
sumariamente na Tabela A1. 
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Tabela A1: Descrição sumária dos parâmetros estatísticos calculados. 
Parâmetros de estatística 
descritiva 
Definição 
Média 
Corresponde ao valor que se obtém dividindo a soma dos seus elementos pelo número de elementos 
do conjunto. 
Moda É o elemento que ocorre mais frequentemente dentro de um conjunto de valores. 
Mediana 
A mediana de um conjunto de valores dispostos por ordem crescente/decrescente corresponde ao 
valor central, caso o conjunto seja constituído por um número ímpar de elementos ou à média dos 
dois valores centrais, se o conjunto tiver um número par de elementos. 
Desvio-padrão e 
Variância da amostra 
Ambas são medidas de dispersão dos dados em torno da média. Obtendo-se um desvio-padrão 
elevado significa que os dados se encontram amplamente distribuídas por uma vasta gama de 
valores. Por outro lado, se o desvio-padrão for baixo, pode-se inferir que os dados se encontram 
concentrados num conjunto de valores. 
Erro-padrão 
 
É um cálculo estatístico utilizado para medir a confiança e que permite sintetizar os resultados de 
uma experiência. Este valor é calculado a partir do desvio-padrão das médias. 
Curtose 
É uma medida que caracteriza o achatamento da curva de uma função densidade de probabilidade. 
Se o valor obtido for positivo, a distribuição é mais alta e concentrada do que a distribuição normal. 
Caso o valor seja negativo, a função de distribuição é mais achatada comparativamente à distribuição 
normal. 
Assimetria 
Avalia a forma da função densidade de probabilidade, uma vez que permite distinguir as 
distribuições assimétricas. 
Nível de confiança É a frequência com a qual o intervalo observado contém o parâmetro real de interesse. 
 
Os valores obtidos nos parâmetros de estatística descritiva estão agrupados por intervalo post 
mortem nas Tabelas A2 e A3. 
Tabela A2:Dados estatísticos correspondentes aos IPMs 0h, 1h e 4h. 
 
IPM=0h IPM=1h IPM=4h 
5-mC_ng 5-mC_% 5-mC_ng 5-mC_% 5-mC_ng 5-mC_% 
Média 3,035 3,035 3,389 3,389 4,877 4,877 
Erro-padrão 0,162 0,162 0,292 0,292 0,330 0,330 
Mediana 2,836 2,836 3,132 3,132 5,128 5,128 
Moda #N/D* #N/D* #N/D* #N/D* #N/D* #N/D* 
Desvio-padrão 0,397 0,397 0,716 0,716 0,808 0,808 
Variância da amostra 0,157 0,157 0,513 0,513 0,652 0,652 
Curtose -1,736 -1,736 5,660 5,660 -1,533 -1,533 
Assimetria 0,920 0,920 2,356 2,356 -0,401 -0,401 
Intervalo 0,874 0,874 1,895 1,895 2,016 2,016 
Mínimo 2,715 2,715 2,944 2,944 3,858 3,858 
Máximo 3,589 3,589 4,839 4,839 5,874 5,874 
Soma 18,212 18,212 20,336 20,336 29,261 29,261 
Contagem 6 6 6 6 6 6 
Nível de confiança (95%) 0,4162 0,4162 0,751 0,751 0,848 0,848 
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Tabela A3:Dados estatísticos correspondentes aos IPMs 24h, 48h e 72h. 
 
IPM=24h IPM=48h IPM=72h 
5-mC_ng 5-mC_% 5-mC_ng 5-mC_% 5-mC_ng 5-mC_% 
Média 4,108 4,108 2,370 2,370 5,813 5,813 
Erro-padrão 0,127 0,127 0,318 0,318 0,884 0,884 
Mediana 4,160 4,160 2,265 2,265 5,551 5,551 
Moda #N/D* #N/D* #N/D* #N/D* #N/D* #N/D* 
Desvio-padrão 0,312 0,312 0,779 0,779 2,166 2,166 
Variância da amostra 0,097 0,097 0,607 0,607 4,694 4,694 
Curtose -1,013 -1,013 -0,592 -0,592 -2,677 -2,677 
Assimetria -0,590 -0,590 -0,143 -0,143 0,134 0,134 
Intervalo 0,806 0,806 2,124 2,124 4,919 4,919 
Mínimo 3,629 3,629 1,223 1,223 3,441 3,441 
Máximo 4,435 4,435 3,347 3,347 8,360 8,360 
Soma 24,651 24,651 14,220 14,220 34,879 34,879 
Contagem 6 6 6 6 6 6 
Nível de confiança (95%) 0,327 0,327 0,818 0,818 2,274 2,274 
 
(*) Uma vez que em cada conjunto de valores em estudo, nenhum deles se repetia, não é possível calcular a moda. 
 
 
2.2 Teste t de Student 
 
O teste t de Student consiste num teste de hipóteses em que, utilizando conceitos estatísticos, 
permite rejeitar ou aceitar uma hipótese nula (H0). A interpretação do teste é feita com base na 
análise do p-value, ou seja, na probabilidade de se obter uma estatística de teste igual ou 
mais extrema do que aquela que foi definida como hipótese nula. Assim, para se aceitar ou 
rejeitar H0, define-se um limite para o p-value: caso p seja menor que esse limite, rejeita-se H0; 
por outro lado, se p for maior que o limite definido, aceita-se H0. 
Neste estudo, considerou-se a hipótese nula como sendo a inexistência de diferença estatística 
entre as médias das variáveis de interesse. Quanto ao p-value, definiu-se o limite como sendo 
0,05, o que permite aceitar/rejeitar H0 com nível de confiança de 95%.  
Relativamente às variáveis de interesse, este teste estatístico foi aplicado sobre as médias da 
quantidade de 5-mC (em ng) obtidas em cada intervalo post mortem (Tabela A4). Com isto, foi 
possível averiguar se as diferenças entre elas eram significativas do ponto de vista estatístico. 
Todos os valores referentes ao teste t de Student estão descritos nas Tabelas A5-A9, sendo o p-
value definido como a probabilidade de se obter uma estatística de teste igual ou mais extrema 
que aquela definida como hipótese nula. 
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Tabela A4: Quantidade de 5mC (em ng) obtida para cada IPM, sendo que foram utilizadas 2 amostras conjuntamente 
com 2 réplicas de cada uma para cada intervalo. 
IPM 0h 1h 4h 24h 48h 72h 
Quantidade de 5-mC (ng) 
obtida para cada IPM 
2,742 3,172 3,952 3,992 2,110 8,360 
3,495 2,944 5,323 4,341 1,223 7,957 
2,863 3,078 3,858 4,328 2,003 6,855 
2,809 4,839 5,282 3,629 2,419 3,441 
3,589 3,091 4,973 3,925 3,118 4,019 
2,715 3,212 5,874 4,435 3,347 4,247 
 
 
 
Tabela A5:Diferença de quantidade de 5-mC (ng) entre IPM=0h e IPM=1h. 
   5-mC (ng) às 0h  5-mC (ng) às 1h 
Média 3,035394265 3,389336918 
Variância 0,157345984 0,51273389 
Observações 6 6 
Hipótese de diferença de média 0   
Gl 8   
Stat t -1,059120171   
P(T<=t) bi-caudal 0,320472729   
t crítico bi-caudal 2,306004135   
 
Tabela A6: Diferença de quantidade de 5-mC (ng) entre IPM=1h e IPM=4h. 
   5-mC (ng) às 1h  5-mC (ng) às 4h 
Média 3,389336918 4,876792115 
Variância 0,51273389 0,652200881 
Observações 6 6 
Hipótese de diferença de média 0   
Gl 10   
Stat t -3,37573786   
P(T<=t) bi-caudal 0,007052998   
t crítico bi-caudal 2,228138852   
 
Tabela A7: Diferença de quantidade de 5-mC (ng) entre IPM=4h e IPM=24h. 
   5-mC (ng) às 4h  5-mC (ng) às 24h 
Média 4,876792115 4,108422939 
Variância 0,652200881 0,097313755 
Observações 6 6 
Hipótese de diferença de média 0   
Gl 6   
Stat t 2,17397978   
P(T<=t) bi-caudal 0,07266202   
t crítico bi-caudal 2,446911851   
 
 
 
Capítulo VII – Anexos 
 
126 
 
Tabela A8: Diferença de quantidade de 5-mC (ng) entre IPM=24h e IPM=48h. 
   5-mC (ng) às 24h  5-mC (ng) às 48h 
Média 4,108422939 2,370071685 
Variância 0,097313755 0,606837977 
Observações 6 6 
Hipótese de diferença de média 0   
Gl 7   
Stat t 5,074345506   
P(T<=t) bi-caudal 0,001440091   
t crítico bi-caudal 2,364624252   
 
Tabela A9: Diferença de quantidade de 5-mC (ng) entre IPM=48h e IPM=72h. 
   5-mC (ng) às 48h  5-mC (ng) às 72h 
Média 2,370071685 5,813172043 
Variância 0,606837977 4,693588132 
Observações 6 6 
Hipótese de diferença de média 0   
Gl 6   
Stat t -3,663278309   
P(T<=t) bi-caudal 0,010538224   
t crítico bi-caudal 2,446911851   
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3. Proposta de artigo 
USING OF DANIO RERIO AS A MODEL FOR POST-MORTEM 
INTERVAL ESTIMATION BASED IN METHYLATION LEVELS 
 
 
 
Rita Pina1, Luis Souto1 
 
1Departament of Biology, University of Aveiro 
 
Abstract 
The post mortem interval (PMI) describes the period of time elapsed from the time of death. A precise 
estimation of PMI has a strong impact in a crime investigation; however it is a complex task due to the 
influence of intrinsic and extrinsic factors. There are several methods for PMI determination including 
pathological, biochemical and entomological. Those methodologies have low precision and several 
practical limitations leading to emergence of genetic-molecular methods based on the degradation of 
nucleic acids.  
DNA methylation is a stable and time-varying epigenetic modification, making it useful for the 
development of a method to determining PMI. Thus, the methylation levels of a model organism – 
zebrafish – were analysed during the time since death, in order to create a robust model for the PMI 
estimation. 
In this study, we evaluated the variation in global methylation levels and at the promoter region of 
EDARADD gene during 6 post mortem intervals. An increase of global methylation levels in the initial 
post-mortem intervals was observed, followed by an abrupt decrease until 48h post-mortem. Following of 
the amplification of EDARADD’s promoter region by q-PCR and HRM analysis, it was possible to 
differentiate the samples according to relative PMI. 
 
Keywords:  Post mortem interval (PMI), Epigenetics, DNA methylation, Zebrafish, Real time PCR (q-
PCR), High Resolution Melting (HRM). 
 
1. Introduction 
A precise estimation of the time elapsed since death - post-mortem interval (PMI) - is one of the 
major focuses of investigation in forensic science because it allows corroborating witness 
statements, restricting the number of suspects and confirm the veracity of their alibis [1]. 
However, it is a complex problem due to a lot of factors that affect the process of post-mortem 
changes. Intrinsic factors include age, sex, and physiological and pathological states of the 
victim. On the other hand, there are extrinsic factors like temperature, humidity and insect 
activity which can affect the precise estimation of post-mortem interval. Traditional methods to 
estimate PMI are generally based on physiological changes such as algor mortis, livor mortis, 
rigor mortis and supra-vital activity, but those methods can only provide a rough estimation of 
PMI [2] [3]. Over the years, several molecular-genetic methods using nucleic acid degradation 
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have been developed for the determination of post-mortem interval. Although those methods are 
very promising and the parameters analysed depend on the time since death, a new approach 
appears: the possibility to study the variation of DNA methylation levels to estimate PMI. 
DNA methylation consists in the addition of a methyl group to the fifth carbon of a cytosine (5-
mC) preceding a guanine (CpG).  Methylation is a well-studied chemical modification of DNA, 
a molecule with high post-mortem stability proven by several authors [4]. The analysis of DNA 
methylation patterns is a methodology with enormous potential to solve the PMI estimation, but 
so far has not been exploited. 
In this study, we evaluated the global DNA methylation levels during PMI, using a ELISA-
based method, as well as the variation of methylation levels at EDARADD gene promoter by 
real-time PCR (q-PCR) followed by HRM analysis. For that, it was used a model organism – 
zebrafish – which allowed an homogeneous sampling as well as the control of all the intrinsic 
and extrinsic factors that could affect the results. The aim of the study was to observe the 
variation of DNA methylation levels throughout the post-mortem interval to propose a method 
for its estimation. Was used zebrafish as a model organism due to the genomic homology with 
humans and also because age, sex, morphology and ante mortem conditions are easily 
controlled.  
 
 
2. Material and Methods 
 
2.1. Zebrafish Care 
 
Zebrafish (D. rerio) specimens from a culture established at the Department of Biology, 
University of Aveiro were maintained in carbon-filtered water at 27.0±1ºC under a 14:10h 
light/dark photoperiod cycle. Conductivity is kept at 800±50 μS, pH at 7.5±0.5 and dissolved 
oxygen at 95% saturation. Adult fish were fed once daily with GEMMA 500, a commercially 
available artificial diet. 
  
 
2.2. Sampling and Genomic DNA Extraction 
 
Twelve healthy adult male zebrafishes with 8 months-old were killed by hypothermia induction. 
To avoid a heterogeneous sampling, all fishes were weight and body size was registered (Table 
1).  
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Zebrafish characteristic’s  
Weight (mg) 274,17 ± 90,10 
Body size (cm) 3,13 ± 0,26 
Cause and circumstances of death Killed by hypothermia induction 
Ante mortem conditions Kept in culture 
 
Table 1: Characteristics of the sampling in study: weight, body size, cause and circumstances of death 
and ante mortem conditions. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
After death, they were randomly divided into control group (PMI=0h) and five experimental 
groups (PMI=1, 4, 24, 48 and 72h) which were composed by two individuals. Specimens were 
kept at 4°C during the correspondent post mortem time. Subsequently, whole fish samples were 
homogenised with liquid nitrogen and frozen at -20°C until DNA extraction using modified 
CTAB method, according to the protocol described by Stefanova et al. (2013) [5]. DNA 
concentration was measured using Nanodrop1000
TM
 Spectrophotometer (Thermo Scientific).  
 
2.3.  Global DNA Methylation  
 
Global DNA methylation was measured with the MethylFlash™ Methylated DNA Kit – 
Colorimetric (Epigentek) following the manufacturer's protocol. The OD intensity of the 
colorimetric reaction was measured by a Biotek ELx800 plate reader (Winooski, VT, USA). 
The OD intensity of each sample was normalized to 100 ng of DNA. The absolute 
quantification of cytosine methylation was calculated in two-steps: first, it was generated a 
standard curve and plot the OD values versus the amount of positive controls at each 
concentration point, followed by determination of the slope (OD/ng) of the standard curve using 
linear regression. The cytosine methylation was calculated by using the formula: [(OD sample – 
OD negative control) / (slope × 2] where 2 is a factor to normalize 5-methylcytosine in the 
positive control to 100%. Cytosine methylation percentage was calculated following: [(5-mC 
Amount (ng)) / (S)] ×100; being 5-mC amount (ng) the value obtained by the above formula 
and S the amount of DNA per sample. Each control was measured in duplicate and each post-
mortem sample was measured in triplicate. 
All statistical calculations were performed using Microsoft Excel (2010) and IBM Software 
Package for the Social Sciences (SPSS, IBM). It was applied the t-student’s test to found 
significant differences between pooled zebrafish measurements for each PMI. 
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2.4. Methylation in EDARADD gene promoter  
 
2.4.1. Sodium Bisulphite Treatment 
 
DNA methylation analysis was performed with bisulphite conversion where non-methylated 
cytosines were converted in uracils keeping 5-methylcytosines intact. DNA bisulphite 
modification was performing using EZ DNA Methylation-Gold
TM
 Kit (Zymo Research) 
following the manufacturer's recommendations. 
 
 
2.4.2 Amplification by q-PCR 
 
The amplification by q-PCR was performed for EDARADD gene promoter. In order to analyse 
EDARADD levels during PMI a q-PCR array were carried out in 20 μL volume and contained 
10µL Xpert Fast SYBR (uni) (Grisp).), 0.3 μM of forward and reverse primer (Table 2) and 1µL 
of the DNA template. Real Time PCR was carried on CFX96
TM
 Real-Time PCR (Bio-Rad), 
with following conditions: initial denaturation at 95 °C for 3min, followed by 40 cycles at 95°C 
for 5s, 30s at the primer’s specific annealing temperature and DNA extension at 72°C for 30s.  
 
Table 2: Information about primers for EDARADD gene promoter. 
 
Gene 
Promoter 
Primer Sequence 
Annealing 
Temperature (°C) 
Fragment 
Size (bp) 
EDARADD 
Forward GGT AGA TTA AGA GGA AGT TTA 
TTT TTT TAT 57 231 
Reverse AAT ACC TCT CCC CAT CTA TTT 
AAT C  
 
2.5 High-resolution melting curve analysis  
HRM was conducted immediately after amplification with following conditions: increase in 
temperature from 65 °C to 95 °C, with 0.5 °C increment, each step with 5s hold. The HRM data 
was analysed using the Precision Melt Analysis
TM
 Software (Bio-rad). 
 
 
3. Results 
 
3.1. Quantification of global DNA methylation levels during PMI 
 
After DNA extraction from the post-mortem samples of the whole fish, the levels of global 
methylation was measured. For control samples, 8-month-old zebrafish that were not submitted 
to any PMI, the methylation levels were around 3%. 
It has been found that the amount of methylated cytosines depends on the time elapsed since 
death. This variation occurs shortly after 4h of death, where there is an increase in methylation 
levels. Afterwards, these levels decrease until 48 hours post-mortem, reaching a value lower 
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than the one recorded in the control; finally, there is a significant increase of 5-methylcytosines 
at 72 h post mortem, reaching its maximum value (Figure 1). 
 
 
Figure 1: Variation in DNA Methylation levels during PMI. 
 
 
Regarding the variation of methylation levels between 0h and 1h after death, the levels did not 
undergo statistically significant changes, increasing only 0.35% (Figure 1). This statement can 
be proven by the p-value obtained in Student's t-test, 0.320 (Table S1). As for the variation in 
methylation between 1h and 4h post-mortem, an increase of 1.49% was observed, proven to be 
statistically significant once p-value is less than 0.05 (p = 0.007) (Table S2). 
Between 4h and 24h after death, the results show a 0.76% decrease in methylation (Figure 1) 
however, is not a statistical significant decrease (Table S3). Comparing the variation in the 
amount of 5-mC between 24 and 48 post-mortem hours, the methylation level decreased about 
1.75%, reaching the lowest value recorded throughout the study, being this oscillation 
statistically significant (Table S4). 
Finally, regarding the interval between 48h and 72h post-mortem, the results show a marked 
increase in the amount of methylated cytosines, namely an increase of 3.45% (Figure 1), 
reaching the highest value recorded at 72h after death (p =0.01) (Table S5). 
 
3.2. Variation of methylation levels in EDARADD gene promoter 
 
3.2.1. q-PCR Amplification Results  
After bisulphite treatment, the methylated status of the EDARADD gene promoter was 
evaluated by q-PCR (Table 3). 
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Table 3: Data corresponding to the amplification curves of post mortem samples and their replicas with 
SYBR Green fluorophore. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
It was possible to verify the existence of different Cq values, according to the post mortem 
interval. Considering that a lower Cq value corresponds to a higher amount of methylated DNA 
in the EDARADD promoter, it is noted that the samples with the lowest 5-mC content 
correspond to the PMI= 72h (ip72 and ip72a). On the other hand, the samples with the highest 
amount of methylated DNA were ip24 and ip24a, followed by samples ip0 and ip0a (Table 3). 
In fact this indicates a non-linear variation of methylation levels over the post-mortem interval, 
the amount of 5-mC decreases between 0h and 4h post-mortem; however, at 24h after death, 
 
Sample PMI (h) Cq value 
ip0 
0 
20,94 
ip0’ 21,01 
ip0a 20,50 
ip0a’ 20,12 
ip1 
1 
21,09 
ip1’ 21,23 
ip1a 20,34 
ip1a’ 20,36 
NTC_1 - - 
ip4 
4 
21,54 
ip4’ 21,44 
ip4a 21,48 
ip4a’ 20,88 
ip24 
24 
19,44 
ip24’ 19,28 
ip24a 19,05 
ip24a’ 18,83 
NTC_2 - - 
ip48 
48 
25,62 
ip48’ 25,68 
ip48a 24,65 
ip48a’ 24,41 
ip72 
72 
24,10 
ip72’ 24,02 
ip72a 23,68 
ip72a’ 23,38 
NTC_3 - - 
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EDARADD methylation levels reached higher values than those recorded at 0h, decreasing 
again at 48 hours post mortem until the end of the PMI study. 
 
3.2.2 HRM analysis 
Through the HRM analysis (Figure 2), it came out that samples were grouped in 7 different 
clusters and, in some cases, independently of the PMI to which they belonged. For example, the 
samples ip0 and ip0a, even belonging to the same PMI (0h) were assembled in cluster 1 and 2, 
respectively. The samples ip1, ip24 and ip24a were also assembled in cluster 1, which means 
that there are no significant differences in melting curves that allow distinguishing them. It 
should be noted that the replica of sample ip24a was grouped in a different cluster from the 
original sample; however this is the only case where this is verified. On the other hand, it was 
recorded that the samples corresponding to PMI=72h were assembled in the same cluster, 
emphasizing their similarity (Table 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2: Melting curves of post mortem samples. Red – samples ip0, ip1, ip24 and ip24a (only 1 
replica); Dark Green – samples ip0a and ip4a; Blue – sample ip48; Beige – sample ip48a; Light Pink– 
samples ip1a e ip24a (only 1 replica); Light Green – sample ip4; Dark Pink – samples ip72 e ip72a. 
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Table 4: Data obtained by HRM analysis for EDARADD gene promoter, according to time since death. 
 
 
4. Discussion and Conclusion 
 
The aim of this study was to evaluate the variation of global and target gene methylation levels 
over the time elapsed since death. The promoter region of EDARADD gene was selected for 
methylation analyses as it has been documented to be related to the human aging process [6]. In 
this study the sampling was composed by individuals of the same age so it was evaluated the 
variation of methylation levels in this promoter with the PMI. 
The results indicate a non-linear variation of methylation levels over the post-mortem interval, 
there are obvious differences between the variation in overall methylation and at the promoter 
region of the EDARADD gene. In global methylation there is an increase of 5-mC at 4h and 
 
PMI 
(h) 
Sample Cluster 
Melting 
temperature (°C) 
Percent 
confidence (%) 
0 
ip0 
1 
 
72,5 
97,9 
ip0’ 
ip0a 
2 
 
97,6 
ip0a’ 
1 
ip1 
1 
 72,5 
97,8 
ip1’ 72 
ip1a 
5 
 
72,5 98,0 
ip1a’ 
4 
ip4 
6 
 
72 
97,9 
ip4’ 
ip4a 
2 
 
97,5 
ip4a’ 72,5 
24 
ip24 
1 
 
72,5 98,9 ip24’ 
ip24a 
ip24a’ 5  72 98,0 
48 
ip48 
3 
 
72 
98,2 
ip48’ 
ip48a 
4 
 
97,8 
ip48a’ 
72 
ip72 
7 
 
73,5 97,7 
ip72’ 
ip72a 
73 98,7 
ip72a’ 
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72h after death (Figure 2) while in the methylation of the gene promoter this increase occurs at 
24h. Regarding the HRM analysis this allowed to group the samples in different clusters, 
depending on the PMI. Initially, because it is an extremely sensitive approach, this technique is 
capable of distinguish between samples within the same PMI. However, at longer PMIs, the 
distinction only occurs by the post-mortem interval, meaning that no differences between 
samples are considered. 
In conclusion, zebrafish was a successful model organism for post-mortem interval estimation, 
because it allowed a homogeneous sampling. Despite that, further studies should be carried out 
on other model organisms, testing other sampling and different PMIs. Only by this way it is 
possible to obtain sufficient information for the development of a model that allows the 
estimation of PMI based on methylation levels. 
5. Supplementary data 
Table S1: Difference in the quantity of 5-mC (ng) between PMI=0h and PMI=1h. 
   5-mC (ng) at 0h  5-mC (ng) at 1h 
Mean 3,035394265 3,389336918 
Variance 0,157345984 0,51273389 
Sampling 6 6 
Hypothesis of mean difference 0   
gl 8   
Stat t -1,059120171   
P(T<=t) two-tailed 0,320472729   
t critical two-tailed 2,306004135   
 
Table S2: Difference in the quantity of 5-mC (ng) between PMI=1h and PMI=4h. 
   5-mC (ng) at 1h  5-mC (ng) at 4h 
Mean 3,389336918 4,876792115 
Variance 0,51273389 0,652200881 
Sampling 6 6 
Hypothesis of mean difference 0   
gl 10   
Stat t -3,37573786   
P(T<=t) two-tailed 0,007052998   
t critical two-tailed 2,228138852   
 
Table S3: Difference in the quantity of 5-mC (ng) between PMI=4h and PMI=24h. 
   5-mC (ng) at 4h  5-mC (ng) at 24h 
Mean 4,876792115 4,108422939 
Variance 0,652200881 0,097313755 
Sampling 6 6 
Hypothesis of mean difference 0   
gl 6   
Stat t 2,17397978   
P(T<=t) two-tailed 0,07266202   
t critical two-tailed 2,446911851   
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Table S4: Difference in the quantity of 5-mC (ng) between PMI=24h and PMI=48h. 
   5-mC (ng) at 24h  5-mC (ng) at 48h 
Mean 4,108422939 2,370071685 
Variance 0,097313755 0,606837977 
Sampling 6 6 
Hypothesis of mean difference 0   
gl 7   
Stat t 5,074345506   
P(T<=t) two-tailed 0,001440091   
t critical two-tailed 2,364624252   
 
Table S5: Difference in the quantity of 5-mC (ng) between PMI=48h and PMI=72h. 
   5-mC (ng) at 48h  5-mC (ng) at 72h 
Mean 2,370071685 5,813172043 
Variance 0,606837977 4,693588132 
Sampling 6 6 
Hypothesis of mean difference 0   
gl 6   
Stat t -3,663278309   
P(T<=t) two-tailed 0,010538224   
t critical two-tailed 2,446911851   
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